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O vírus do Papiloma Humano (HPV) é o principal fator de risco para o cancro do colo do útero, 
uma vez que as oncoproteínas E6 e E7 comprometem a expressão ou a atividade das proteínas 
supressoras de tumor p53 e pRb. Muitas abordagens terapêuticas têm sido consideradas 
ineficazes, existindo a necessidade de desenvolver novas estratégias como a terapia génica. O 
DNA minicircular (mcDNA) surge como um vetor inovador, que resulta de um processo de 
recombinação in vivo, no qual um plasmídeo parental (PP) leva à formação de um mini-
plasmídeo (mP) que contém as sequências procariotas, e um mcDNA que contém apenas a 
cassete de expressão eucariótica. O mcDNA apresenta uma elevada eficiência de transfecção 
devido ao seu tamanho reduzido, sendo também considerado uma terapia mais segura do que 
o DNA plasmídico. Assim, o presente trabalho tem como objetivo, numa primeira fase, produzir 
e purificar um vetor de mcDNA que codifica o gene p53 para aplicação em estudos in vitro. 
Com o intuito de isolar a isoforma superenrolada (sc) do mcDNA-p53, a partir de quantidades 
residuais de PP e impurezas bacterianas, foram explorados monolitos com ligandos de L-
histidina e 1-benzil-L-histidina, assim como uma coluna cromatográfica de filtração em gel 
(Sephacryl S-1000 SF). A força iónica e o pH dos passos de ligação e eluição foram ajustados ao 
longo das estratégias de purificação. Os resultados indicaram que a filtração em gel foi a melhor 
abordagem para o isolamento da biomolécula de interesse, assegurando um grau de pureza 
superior e obtenção de maior quantidade de amostra. Posteriormente, foram realizados estudos 
de transfecção in vitro em células HeLa com os vetores PP-p53 e mcDNA-p53, tendo-se 
verificado a internalização celular de ambos os vetores. Para além disto, foi confirmada a 
transcrição do gene de interesse p53 e detetada a tradução na respetiva proteína alvo, assim 
como foi realizada a sua quantificação. Por último, de modo a avaliar a ação terapêutica do 
gene p53 codificado nestes vetores, foram realizados ensaios de proliferação celular, 
citotoxicidade e apoptose. De um modo geral, todos os estudos in vitro realizados sugeriram 
que o mcDNA-p53 apresenta resultados mais promissores, com potencial para ser utilizado numa 
nova estratégia terapêutica para o cancro do colo do útero. Numa segunda fase, o presente 
trabalho também teve como objetivo a construção de um vetor de mcDNA multigénico, com 
clonagem de dois genes terapêuticos no PP (gene p53 e gene pri-miRNA-375), visando uma 



















Human Papillomavirus (HPV) is considered the main causative agent for the development of 
cervical cancer since its E6 and E7 oncoproteins compromise the expression or activity of p53 
and pRb tumor suppressor proteins. Many cervical cancer therapeutic approaches have 
demonstrated to be ineffective, which emphasizes the need for new strategies such as gene 
therapy. Minicircle DNA (mcDNA) is a small eukaryotic expression vector that results from an in 
vivo site-specific recombination process, in which a parental plasmid (PP) leads to the 
formation of a miniplasmid (mP), carrying the undesired backbone sequences, and a mcDNA, 
carrying the therapeutic expression cassette. The mcDNA allows higher transfection efficiency 
due to its smaller size and it is a safer therapeutic approach than plasmid DNA. Therefore, the 
present work aims, in a first stage, to produce and purify a mcDNA encoding for p53 gene 
regarding future in vitro studies. L-histidine and 1-benzyl-L-histidine modified monoliths, as 
well the gel filtration column Sephacryl S-1000 SF, were explored to isolate the supercoiled 
(sc) mcDNA-p53 from residual amounts of parental plasmid and bacterial impurities. The ionic 
strength and pH of binding and elution steps were adjusted to enhance the purification 
performance. The chromatographic results suggest that gel filtration column presents a better 
approach for sc mcDNA-p53 isolation, ensuring a higher degree of purity and providing a larger 
quantity of recovered sample. Afterwards, HeLa cells were transfected with PP-p53 and 
mcDNA-p53 vectors. The cellular internalization and the transfection efficiency of both vectors 
were evaluated. In addition, both the transcription and translation of gene p53 was confirmed, 
following by the quantification of the target protein. Finally, the therapeutic effect of p53 gene 
encoded in both vectors was carry out through cell proliferation, cytotoxicity and apoptosis 
assays. Overall, these in vitro studies suggest that mcDNA-p53 is highly promising to be used as 
a new therapeutic strategy for cervical cancer in the future. Moreover, in a second stage, this 
work aims to construct a multigenic mcDNA vector encoding the p53 gene and pri-miRNA-375 
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Capítulo 1 – Introdução 
 
1.1. Cancro do colo do útero 
O cancro do colo do útero é o quarto cancro que mais afeta as mulheres em todo o mundo [1]. 
Estudos epidemiológicos identificaram quais os principais fatores de risco associados a este tipo 
de cancro, nomeadamente um baixo nível socioeconómico, falta de higiene pessoal, múltiplos 
parceiros sexuais, consumo de tabaco, insuficiência de nutrientes, fatores genéticos e 
principalmente infeções virais causadas pelo Vírus do Papiloma Humano (HPV) [2]. De acordo 
com a Organização Mundial de Saúde (OMS), o último relatório emitido em 2012 sobre a 
prevalência global de infeções por HPV apontou para aproximadamente 630 milhões de casos, 
sendo que 520.000 destes casos foram diagnosticados com cancro do colo do útero que 
resultaram em aproximadamente 266.000 mortes (Figura 1). Cerca de 85% destes casos têm 
prevalência nos países em desenvolvimento, dado que apresentam recursos muito limitados 




Figura 1: Estimativa da mortalidade mundial associada ao cancro do colo do útero, por cada 100.000 




1.2. Vírus do Papiloma Humano 
O vírus do Papiloma Humano (HPV) é o principal fator de risco para o desenvolvimento do cancro 
do colo do útero e possui mais de 200 genótipos diferentes. Este vírus pertence à família 
Papillomaviridae e pode ser agrupado em cinco géneros diferentes (alfa, beta, gama, mu e nu), 
de acordo com as diferenças entre as sequências de DNA [5]. O género alfa-papilomavírus inclui 
os genótipos que são responsáveis por infeções ao nível das mucosas genitais, enquanto que os 
restantes géneros são caracterizados pela sua capacidade de infeção ao nível cutâneo [6].  
Os diferentes genótipos que infetam as mucosas podem também ser classificados de acordo 
com o seu potencial oncogénico (Tabela 1). Os grupos de baixo risco dão origem a lesões 
benignas, como os condilomas, enquanto que os grupos de elevado risco são considerados 
oncogénicos e causam uma infeção persistente [2]. Na categoria de elevado risco, os genótipos 
mais comuns são o HPV-16 e o HPV-18, responsáveis por 71% dos casos totais de cancro do colo 
do útero [5]. Mais de 50% destes casos estão associados apenas ao HPV-16, sendo este genótipo 
considerado o mais prevalente [3]. 
Tabela 1: Genótipos do HPV classificados de acordo com o seu potencial oncogénico (Adaptado de [3]). 
HPV de baixo risco 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 
HPV de elevado risco 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82 
 
 
1.2.1. Biologia molecular do HPV 
O genoma do HPV é constituído por uma dupla cadeia de DNA circular com cerca de 8.000 pares 
de bases, codificando um total de 8 genes. Este genoma apresenta tropismo para as células 
epiteliais, infetando a pele e mucosas, e está dividido em três regiões: a região precoce (E), a 
região tardia (L) e a região longa de controlo (LCR) (Figura 2) [5]. 
 
 
Figura 2: Estrutura do genoma do Vírus do Papiloma Humano (Adaptado de [7]). 
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A região precoce inclui os genes E1, E2, E4, E5, E6 e E7 que se encontram envolvidos na 
replicação, regulação da transcrição e oncogénese. A região tardia codifica as proteínas 
estruturais L1 e L2 que constituem a cápside que protege o genoma viral. A região longa de 
controlo é uma região reguladora não codificante que contém uma sequência promotora, assim 
como enhancers e sequências silenciadoras necessárias para a replicação e transcrição viral 
(Tabela 2). O tamanho e a composição nucleotídica desta região varia consideravelmente entre 
diferentes genótipos do HPV [5]. 
Tabela 2: Funções dos genes do Vírus do Papiloma Humano (Adaptado de [5]). 
REGIÃO GENE FUNÇÃO 
Codificante 
Precoce 
E1 Permite a replicação do DNA viral 
E2 Regula a transcrição viral 
E4 Contribui para a deformação de células infetadas (coilocitose) 
E5 Inibição da apoptose e interação com fatores de crescimento 
E6 Induz a degradação da proteína supressora de tumor p53 
E7 Induz a degradação da proteína supressora de tumor pRb 
Tardia 
L1 Codifica a proteína principal da cápside viral (55 kDa) 










1.2.2. Ciclo de vida do HPV 
A infeção por HPV é iniciada na zona de transformação do epitélio do colo do útero, através de 
possíveis micro-lesões que expõem as células da camada basal à entrada do vírus. Esta zona de 
transformação encontra-se localizada entre o epitélio pavimentoso e o epitélio colunar. Após a 
entrada do vírus na célula hospedeira é iniciado o ciclo de replicação do vírus, que se encontra 
estreitamente associado ao ciclo de diferenciação das células epiteliais infetadas. Isto é, o DNA 
do vírus é replicado apenas quando o DNA das células infetadas é replicado [5]. Em infeções 
benignas, a manutenção do genoma viral ocorre num estado epissomal, sendo que em infeções 
malignas ocorre frequentemente a integração do DNA viral no genoma humano [8].   
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Os genes E1 e E2 são necessários para a manutenção do genoma viral nas células hospedeiras, 
uma vez que estes são responsáveis pelo início da replicação e pelo recrutamento da DNA 
polimerase celular necessária para este processo. Por sua vez, as oncoproteínas E6 e E7 atuam 
como estimuladores da proliferação, promovendo o aumento do número de células infetadas. 
Como consequência, a sobre-expressão dos genes virais leva à transformação das células 
infetadas em células malignas [5]. 
A carcinogénese é um processo complexo com várias etapas, não só porque os genes virais têm 
várias funções na transformação de células normais em células cancerígenas, mas também 
porque o tecido epitelial normal vai sofrendo modificações ao longo do tempo, evoluindo para 
neoplasias intraepiteliais cervicais (NIC) de vários graus, carcinoma in situ (CIS), e levando por 
último ao desenvolvimento do cancro do colo do útero (Figura 3) [5].  
 
Figura 3: Representação esquemática da infeção das células basais do epitélio cervical mediada pelo HPV 
ao longo do tempo (Adaptado de [5]). 
 
 
1.2.3. Oncoproteínas E6 e E7 
Os genes E6 e E7 do HPV, ao serem transcritos pela célula eucariótica infetada, vão dar origem 
às  respetivas oncoproteínas que possuem um papel importante na progressão do cancro do colo 
do útero [5]. 
A oncoproteína E6 tem a capacidade de alterar a proliferação celular através da ação que 
exerce sobre a proteína supressora de tumor p53. Esta oncoproteína forma um complexo com 
a proteína E6AP (E6-associated protein), adquirindo afinidade para se ligar à p53 e marcando-
a para degradação através de ubiquitinação, resultando na perda de atividade da p53 nas 
células infetadas. Foi demonstrado que a oncoproteína E6 codificada por genótipos de HPV de 
elevado risco (HPV-16 e HPV-18) apresenta uma maior afinidade pela p53 e acelera a sua 
degradação, quando comparada com a mesma oncoproteína codificada por genótipos de HPV 
de baixo risco [9]. 
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Em condições fisiológicas, a proteína p53 tem a capacidade de detetar danos no DNA celular, 
ativando o gene WAF1/Cip1 que consiste num inibidor de cinases dependentes de ciclina (CDKs), 
essenciais para a progressão do ciclo celular. Como consequência, existe uma paragem do ciclo 
na fase G1 de modo a permitir a reparação do DNA e a manutenção da integridade do genoma, 
antes da progressão do ciclo para a fase S e da síntese de DNA. Em situações de infeção por 
HPV de elevado risco, o complexo E6-p53 promove a degradação da proteína p53 através de 
uma via proteolítica dependente de ubiquitina. Deste modo, os níveis de p53 são baixos e as 
CDKs ficam ativas, estimulando a progressão do ciclo celular de forma descontrolada e 
provocando a acumulação de mutações genéticas (Figura 4) [9].  
 
 
Figura 4: Efeito da proteína p53 em condições fisiológicas e efeito da ligação da oncoproteína E6 à proteína 
p53 em situações de infeção por HPV de elevado risco (Adaptado de [9]). 
 
Por outro lado, a oncoproteína E7 tem afinidade para a proteína do retinoblastoma (pRb), 
impedindo assim a atividade desta proteína supressora de tumor, e consequentemente, 
ativando genes envolvidos na progressão do ciclo celular [6]. Foi demonstrado que a 
oncoproteína E7 codificada por genótipos de HPV de elevado risco (HPV-16 e HPV-18) apresenta 
uma maior afinidade pela proteína pRb, quando comparada com a mesma oncoproteína 
codificada por genótipos de HPV de baixo risco [9]. 
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Em condições fisiológicas e em momentos específicos do ciclo celular (fase G0/G1), a proteína 
pRb forma complexos com fatores de transcrição da família E2F. Estes complexos regulam 
negativamente o crescimento celular através da supressão da transcrição de genes dependentes 
de E2F. Estes genes codificam proteínas envolvidas na síntese de DNA, como a timina cinase, a 
di-hidrofolato redutase e a DNA polimerase, assim como os proto-oncogenes c-myc e N-myc. À 
medida que as células progridem para a fase S, os complexos pRb-E2F dissociam-se e os fatores 
de transcrição E2F ficam disponíveis para estimular a transcrição de genes dependentes de E2F 
que permitem a replicação do DNA. Em situações de infeção por HPV de elevado risco, a 
oncoproteína E7 altera este mecanismo de regulação através da sua ligação à proteína pRb. 
Deste modo, a pRb perde a capacidade de regular os fatores de transcrição E2F, e a libertação 
destes fatores vai estimular a transcrição dos genes dependentes de E2F necessários para a 
replicação do DNA, resultando na progressão do ciclo celular (Figura 5) [9]. 
 
 
Figura 5: Paragem do ciclo celular em G0/G1 em condições fisiológicas e efeito da ligação da oncoproteína 
E7 à proteína pRb em situações de infeção por HPV de elevado risco (Adaptado de [9]). 
 
A ação conjugada destas oncoproteínas resulta na desregulação do ciclo celular, diminuição da 
reparação do DNA e inibição da apoptose. Desta forma, as oncoproteínas E6 e E7 promovem a 
proliferação celular descontrolada, resultando no aumento do número de células infetadas com 
fenótipo maligno [5]. 
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1.3. Gene supressor de tumor p53 
O gene p53 encontra-se localizado no cromossoma 17p13.1 e codifica a proteína supressora de 
tumor p53. Esta é uma fosfoproteína nuclear constituída por 393 resíduos de aminoácidos e que 
possui 5 domínios estruturais, nomeadamente um domínio de ativação transcricional seguido 
de um domínio conservado rico em prolina, um domínio central de ligação ao DNA, um domínio 
de oligomerização e um domínio de regulação da ligação ao DNA (Figura 6) [10].  
A proteína p53 atua como fator de transcrição, ligando-se a sequências específicas de DNA. 
Esta é considerada a “guardiã do genoma” uma vez que preserva a integridade genómica 
através de mecanismos que incluem a paragem do ciclo celular para a reparação de DNA ou a 
indução de senescência e/ou apoptose em células que foram irreversivelmente danificadas 
[10]. 
As mutações no gene p53 são encontradas em aproximadamente 50% de todos os tipos de 
cancro. Estas mutações ocorrem principalmente no domínio de ligação ao DNA, sendo que a 
maioria são mutações missense que resultam de substituições de aminoácidos (Figura 6) [11]. 
Estas traduzem-se numa perda de função, levando à acumulação de proteína p53 disfuncional 
e tornando as células incapazes de controlar o seu crescimento e a sua morte, resultando, por 
fim, na imortalização celular e desenvolvimento de tumor [12].  
 
Figura 6: Estrutura da proteína p53 e frequência relativa de mutações missense encontradas em cancros. 
Estão identificados os 7 codões mais frequentemente mutados (Adaptado de [13]). 
 
Em condições fisiológicas normais, a proteína p53 é mantida em níveis baixos, sendo degradada 
principalmente por ubiquitinas ligases E3, como por exemplo a proteína MDM2 (murine doble 
minute 2). Quando as células são expostas a um stress genotóxico, a p53 é modificada pós-
transcricionalmente através de processos de fosforilação e acetilação, tornando-se estável e 
adquirindo a capacidade de induzir a paragem do ciclo celular e/ou morte celular. Por exemplo, 
danos no DNA promovem a fosforilação da p53, bloqueando a degradação mediada pela MDM2 
[14].  
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Como existe uma perda de função da p53 na maioria dos cancros, reverter este processo tem 
sido visto como uma estratégia promissora para o desenvolvimento de novos tratamentos. 
Muitos métodos têm sido investigados no sentido de restaurar esta função, nomeadamente a 
eliminação da p53 mutada, a reversão da forma mutada à forma não mutada, a inibição de 
reguladores negativos como a proteína MDM2 e terapias génicas que envolvem a entrega de 
cópias funcionais do gene p53 às células cancerígenas [14]. A eliminação de uma proteína 
mutada pode ser realizada através do silenciamento génico promovido, por exemplo, pela 
aplicação de microRNAs específicos [15]. 
 
1.4. miRNA-375 
Os microRNAs (miRNAs) são pequenas moléculas de RNA não-codificante de cadeia simples, com 
aproximadamente 21 nucleótidos. Os miRNAs não sofrem tradução e são responsáveis pela 
regulação pós-transcricional de RNAs mensageiros (mRNAs) [16]. A biogénese destas moléculas 
é iniciada com a transcrição do gene do miRNA pela RNA polimerase II, dando origem a um 
miRNA primário (pri-miRNA). Ainda no núcleo, uma das extremidades é clivada pela enzima 
Drosha, originando um miRNA percursor (pré-miRNA) que é transportado para o citoplasma, 
local onde a outra extremidade é clivada pela enzima Dicer. Este processo origina uma molécula 
de miRNA de cadeia dupla que se associa com o complexo silenciador induzido por RNA (RISC), 
no qual estas duas cadeias de RNA são separadas. Uma das cadeias permanece associada com 
o complexo RISC e constitui o miRNA maduro, sendo que a outra cadeia sofre degradação. 
Posteriormente, este complexo associado com o miRNA maduro irá funcionar como inibidor de 
proteínas alvo, atuando através de dois mecanismos: degradação do transcrito ou inibição da 
tradução do transcrito, dependendo do nível de complementaridade entre as bases do miRNA 
maduro e do mRNA específico (Figura 7) [17, 18]. 
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Figura 7: Representação esquemática da biogénese de miRNAs e mecanismos de atuação (Adaptado de 
[18]). 
 
Os miRNAs podem ser classificados como oncogenes ou como supressores de tumor, 
participando de forma positiva ou negativa em diversos processos de proliferação, 
metabolismo, apoptose e diferenciação celular de vários cancros [19].  
O miRNA-375 encontra-se significativamente diminuído em vários tipos de cancro, quando 
comparado com células normais. Sabe-se que o miRNA-375 tem uma ação direta em diversos 
genes relacionados com o cancro, funcionando como um supressor de tumor [20]. 
Alguns estudos identificaram o oncogene SP1 (specificity protein 1) como sendo um alvo do 
miRNA-375. Este oncogene é responsável pela proliferação, migração e invasão celular, 
participando na progressão do cancro do colo do útero. Foi demonstrado que o aumento dos 
níveis de miRNA-375 resulta na diminuição da expressão da proteína SP1. Assim, o miRNA-375 
inibe a proliferação celular através do bloqueio do ciclo celular na fase G1, através da repressão 
do fator de transcrição SP1 [19].  
O oncogene IGF-IR (insulin-like growth factor-I receptor) também foi identificado como sendo 
um alvo do miRNA-375, associado com o cancro do colo do útero. Este é um recetor 
transmembranar que tem a capacidade de estimular a proliferação celular e induzir a 
resistência à apoptose. Verificou-se que o aumento dos níveis de miRNA-375 resulta na 
diminuição da expressão do fator de transcrição IGF-IR, inibindo a proliferação celular e 
promovendo a apoptose [21].  
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Por outro lado, foi demonstrado que o miRNA-375 tem a capacidade de inibir a expressão das 
oncoproteínas E6 e E7 em células infetadas por HPV de elevado risco, assim como a expressão 
da proteína E6AP, levando consequentemente ao aumento dos níveis das proteínas p53 e pRb 
(Figura 8). Assim, o aumento dos níveis de miRNA-375 pode reestabelecer os níveis normais dos 
supressores de tumor nas células epiteliais, inibindo o desenvolvimento e progressão do cancro 
do colo do útero [22]. 
 
  
Figura 8: Representação esquemática da regulação que o miRNA-375 promove em células infetadas por 
HPV de elevado risco (Adaptado de [22]). 
 
Em suma, de acordo com os estudos e evidências referidas anteriormente, o miRNA-375 pode 
ser considerado um supressor de tumor com potencial efeito terapêutico contra o cancro do 
colo do útero. 
 
 
1.5. Terapias baseadas em DNA 
O cancro continua a ser uma das doenças que causa mais mortes em todo o mundo. Os 
tratamentos atuais incluem cirurgia, radiação e quimioterapia. No entanto, estes tratamentos 
apresentam uma taxa de sucesso muito limitada, resultam apenas em algumas situações contra 
tumores localizados em estágio inicial, e raramente funcionam em estágios mais avançados ou 
em caso de formação de metástases. Como estes tratamentos são muito invasivos, também 
causam danos nos tecidos saudáveis e provocam efeitos secundários [23]. Desta forma, é 
fundamental o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas que induzam uma proteção 
duradoura e que eliminem especificamente as células cancerígenas, como são exemplo as 
vacinas de DNA e a terapia génica. 
1.5.1. Vacinas de DNA 
As vacinas convencionais têm como objetivo a prevenção de doenças infeciosas, estimulando o 
sistema imunitário a produzir anticorpos neutralizantes contra antigénios específicos, através 
da imunidade humoral [23]. Atualmente, existem no mercado vacinas profiláticas constituídas 
por partículas da cápside do HPV, preparadas pela expressão recombinante da proteína 
estrutural L1 [24]. No entanto, este tipo de vacinas tem como finalidade a prevenção e não 
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tem qualquer efeito em infeções estáveis pré-existentes, uma vez que após a integração do 
HPV no genoma das células, as proteínas estruturais deixam de ser expressas e os anticorpos 
neutralizantes deixam de ser efetivos no reconhecimento das células infetadas [7]. Além disso, 
estas vacinas convencionais apenas garantem uma proteção parcial contra alguns genótipos do 
HPV e possuem limitações ao nível do elevado custo de produção e distribuição [25]. 
Considerando a necessidade de uma intervenção terapêutica direcionada para o cancro 
proveniente de uma infeção viral, vacinas terapêuticas que controlem uma infeção já existente 
estão atualmente sob investigação [24]. As vacinas de DNA surgem como uma potencial 
abordagem, tendo já sido usadas com sucesso em modelos cancerígenos de infeções virais, 
como é o caso de cancros associados ao HPV, estando alguns ensaios clínicos a decorrer. Estas 
vacinas contêm genes que codificam antigénios de interesse e têm como objetivo ativar o 
sistema imunitário, levando não só à produção de anticorpos de memória (imunidade humoral) 
mas principalmente à ativação de linfócitos T citotóxicos que vão permitir a eliminação das 
células infetadas (imunidade celular) [23]. No caso das vacinas de DNA contra o cancro do colo 
do útero, a expressão dos antigénios tumorais E6 e E7 (que estão presentes apenas nas células 
infetadas), vai desencadear uma resposta imunitária terapêutica e direcionada somente às 
células cancerígenas [7]. 
Estas vacinas de DNA possuem vantagens relativamente às vacinas convencionais, 
principalmente no que diz respeito à capacidade de induzir tanto respostas humorais como 
respostas celulares. Apresentam também uma produção rápida e menos dispendiosa (Tabela 3) 
[26]. 
Tabela 3: Vantagens das vacinas de DNA em comparação com as vacinas tradicionais (Adaptado de [26]). 
Fabrico Fabricação rápida, uma vez que o DNA pode ser rapidamente isolado e clonado. 
Produção Menor custo de produção, sendo possível produzir em larga escala. 
Transporte Fácil transporte e armazenamento, uma vez que são mais termoestáveis. 
Imunidade Capacidade de induzir respostas humorais e respostas celulares. 
 
 
No entanto, as vacinas de DNA também apresentam algumas limitações, como por exemplo o 
baixo nível de eficiência demonstrado em ensaios clínicos quando administradas sem qualquer 
vetor de entrega (DNA naked) e a necessidade de múltiplas doses [27]. 
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1.5.2. Terapia génica 
A terapia génica surge como uma estratégia promissora para tratar doenças adquiridas e/ou 
desordens genéticas, sendo definida como a transferência de ácidos nucleicos exógenos para 
as células hospedeiras. O principal objetivo da terapia génica consiste numa entrega eficaz da 
nova informação genética a células específicas, de modo a corrigir uma perda de função 
causada por uma mutação, como é o caso das doenças monogénicas, ou introduzir funções 
adicionais para tratar ou evitar a progressão de uma doença, como o cancro. Assim, dependendo 
do objetivo da terapia, a subsequente expressão transgénica pode restaurar os processos 
celulares normais ou induzir novas respostas celulares [28, 29]. 
A terapia génica pode ser realizada em linhas de células somáticas ou linhas de células 
germinativas, sendo que a diferença entre estas duas abordagens consiste no facto de existir 
uma transmissão à descendência do material genético introduzido nas células germinativas. 
Algumas questões éticas têm-se levantado relativamente à segurança da sua utilização em 
humanos, dado que existe risco de ocorrer modificações genéticas incontroláveis, que poderão 
também ser transmitidas à descendência. Devido a estas preocupações, atualmente a legislação 
permite o uso da terapia génica apenas em células somáticas [30]. Até ao ano de 2017, mais de 




Figura 9: Número de ensaios clínicos de terapia génica aprovados mundialmente entre os anos de 1989-




O cancro continua a ser a principal área de investigação dos ensaios clínicos de terapia génica 
(65%), seguido das doenças monogénicas (11.1%), doenças infeciosas (7%) e doenças 





Figura 10: Áreas de investigação dos ensaios clínicos de terapia génica aprovados até ao ano de 2017 
(Adaptado de [31]). 
 
De forma a aumentar a sua eficiência, a terapia génica requer a utilização de sistemas 
apropriados que promovam uma entrega segura e eficaz dos ácidos nucleicos, nomeadamente 
vetores virais ou vetores não-virais [32]. 
 
1.5.3. Entrega génica 
Os sistemas de entrega têm como finalidade ultrapassar barreiras e complexos celulares, de 
modo a conseguirem entregar a informação genética no núcleo das células-alvo [33]. Para tal, 
os sistemas devem resistir à degradação pelas nucleases extracelulares, mediarem a sua 
entrada através da membrana celular, conseguirem escapar da degradação promovida dentro 
de vesículas endossomais, prevenirem a sua degradação através de nucleases citoplasmáticas 
e, por último, ultrapassar a membrana nuclear para que o gene terapêutico possa ser transcrito 
dentro do núcleo da célula. Além disso, o vetor utilizado também necessita de ser 
biocompatível e não desencadear respostas imunitárias adversas [34, 35]. 
Cerca de 70% dos ensaios clínicos realizados utilizaram vetores virais para a entrega de ácidos 
nucleicos devido à sua elevada capacidade de invasão celular, apesar de apresentarem muitas 
limitações associadas com a biossegurança, imunogenicidade e dificuldade na produção. Por 
outro lado, os vetores não-virais apresentam vantagens, particularmente no que diz respeito à 
biossegurança. São também mais fáceis de sintetizar e possuem a capacidade de transferir 
genes de grande dimensão, apesar de apresentarem menor eficiência de transfecção [35]. 
 
1.5.3.1. Vetores virais 
Os vírus são frequentemente utilizados como vetores de entrega génica, dado que possuem 
propriedades biológicas que lhes permitem facilmente reconhecer e entrar nas células, migrar 
do citosol para o núcleo e expressar o seu material genético na célula hospedeira [36].  
Cancro 65% (n=1688)
 Doenças monogénicas 11.1% (n=287)
 Doenças infeciosas 7% (n=182)
 Doenças cardiovasculares 6.9% (n=180)
 Doenças neurológicas 1.8% (n=47)
 Doenças oculares 1.3% (n=34)
 Doenças inflamatórias 0.6% (n=15)
 Outras 6.3% (n=164)
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Contudo, é necessário modificar geneticamente estes vetores de modo a reduzir a sua 
toxicidade, realizando-se a remoção da maioria de sequências patogénicas possíveis [29]. As 
estruturas que permitem a invasão celular são mantidas e realiza-se a introdução dos genes 
terapêuticos. Devido ao ciclo de vida que os vírus possuem, estes vetores apresentam uma 
elevada eficiência de transfecção in vivo [32]. No entanto apresentam algumas desvantagens, 
principalmente ao nível da biossegurança, como o facto de poderem desencadear respostas 
imunitárias severas e a possibilidade de ocorrer mutagénese insercional. A produção deste tipo 
de vetores em larga escala é bastante difícil e muito dispendiosa, além de apresentarem uma 
limitação ao nível do tamanho do gene terapêutico que é inserido [32, 37]. 
Os principais vírus utilizados como vetores virais na terapia génica são adenovírus, vírus adeno-
associados, retrovírus, lentivírus e vírus herpes-simplex, sendo que cada um destes apresenta 
diferentes vantagens e desvantagens (Tabela 4).  
Tabela 4: Comparação das vantagens e desvantagens dos vários vetores virais utilizados na terapia génica 
(Adaptado de [32, 37, 38]). 
VETOR VANTAGENS DESVANTAGENS 
Adenovírus 
Elevada eficiência de transfecção 
Infeta células proliferativas e não-proliferativas 
Infecta vários tipos de células 
Muito usado em ensaios clínicos 
 
Tamanho máximo do gene: 4-5 kb  
Elevada imunogenicidade 










Tamanho máximo do gene: 5 kb 
Difícil de produzir 
Ensaios clínicos limitados 
Problemas de biosegurança:  




Tamanho máximo do gene: 9-12 kb 
Elevada eficiência de transfecção 
Infecta vários tipos de células 
Expressão prolongada 
Baixa imunogenicidade 
Muito usado em ensaios clínicos 
 
 
Apenas infeta células proliferativas 
Difícil de produzir 
Problemas de biosegurança:  
possibilidade de mutagénese insercional 
Lentivírus 
Infeta células proliferativas e não-proliferativas 
Infeta células estaminais hematopoiéticas 
Expressão prolongada 
 
Tamanho máximo do gene: 8 kb 
Muito difícil produzir e armazenar 





Tamanho máximo do gene: 40-50 kb 






1.5.3.2. Vetores não-virais  
Os vetores não-virais têm a potencialidade de ultrapassar algumas das limitações dos vetores 
virais, particularmente no que diz respeito à biossegurança. A sua utilização tem ganho grande 
destaque nos últimos anos devido à capacidade de transferir genes de grande dimensão, baixa 
toxicidade para as células e fácil produção. A entrega através destes sistemas pode ser 
realizada por métodos físicos ou químicos [28, 35].  
De forma geral, os métodos físicos consistem numa entrega de DNA naked, sem a utilização de 
transportadores, usando forças físicas que enfraquecem temporariamente a membrana celular, 
de modo a torná-la mais permeável e permitir a entrada do material genético nas células 
através de difusão [32]. No entanto, estes métodos apresentam uma baixa eficiência de 
transfecção, o que impõe uma limitação à sua utilização em larga escala (Tabela 5) [28]. 
Tabela 5: Comparação das vantagens e desvantagens dos vários métodos físicos (Adaptado de [28, 39, 
40]). 
MÉTODOS FÍSICOS VANTAGENS DESVANTAGENS 
Microinjeção 
Simples, económico, efetivo, 
reprodutível, método não tóxico e com 
capacidade de transferir DNA  
de grande tamanho 
Não é adequado para transfectar um 
grande número de células 
Injeção por agulha Simples e seguro 
Baixa eficiência, uma vez que o DNA está 
sujeito a ser rapidamente degradado 
Biobalística Simples e seguro 
Danifica os tecidos em algumas 
aplicações 
Eletroporação 
Seguro, bastante efetivo, reprodutível  
e capacidade de transferir 
 DNA de grande tamanho 
Necessária intervenção cirúrgica para 
transferir ácidos nucleicos para órgãos 
internos; a estabilidade do DNA genómico 
pode ser afetada pela voltagem 
Ultrassom 
Seguro, não invasivo, capacidade de 
transferir ácidos nucleicos para órgãos 
internos sem a necessidade de 
intervenção cirúrgica e potencial para 
atravessar a barreira hematoencefálica 
Baixa eficiência in vivo 
Entrega hidrodinâmica 
Simples, reprodutível, efetivo e muito 
utilizado em células hepáticas 
Necessária uma grande quantidade de 
volume, restrição da sua aplicação clínica 
Massagem mecânica Simples e seguro 
Baixa eficiência e apenas foi utilizado 




Por sua vez, os métodos químicos realizam a entrega génica pela utilização de transportadores 
que podem ser preparados através de várias reações químicas. Estes podem ter vários objetivos 
isolados ou conjugados, nomeadamente mascarar as cargas negativas dos ácidos nucleicos, 
possuir biomoléculas que facilitem a atração e passagem pela membrana celular, comprimir as 
biomoléculas de modo a torná-las mais pequenas, proteger da ação de nucleases, promover um 
direcionamento para células específicas, desintegração dos transportadores apenas no citosol 
e libertação controlada no tecido específico (Tabela 6) [32, 40]. Assim, a conjugação destes 
transportadores com o DNA naked, como o DNA plasmídico, promove um aumento da eficiência 
das estratégias de terapia génica. 
 
Tabela 6: Comparação das vantagens e desvantagens dos vários métodos químicos (Adaptado de [28, 39]). 
MÉTODOS QUÍMICOS VANTAGENS DESVANTAGENS 
Lípidos catiónicos 
Fáceis de preparar, baixo custo,  
elevada eficiência in vitro 
Toxicidade, baixa eficiência in vivo 
Polímeros catiónicos 
Fáceis de preparar, baixo custo,  
elevada eficiência  
Toxicidade, alguns polímeros 
 não são biodegradáveis  
Híbridos  
lípidos-polímeros 





1.6. DNA plasmídico  
Os plasmídeos são pequenas moléculas de DNA circular extracromossomal, capazes de realizar 
uma replicação semi-autónoma através do recrutamento da maquinaria necessária de células 
bacterianas hospedeiras [41]. Estes podem ser considerados vetores não-virais frequentemente 
utilizados na terapia génica, sendo subdivididos numa unidade transcricional que contém o gene 
terapêutico de interesse e as sequências reguladoras, e uma unidade com sequências 
bacterianas que incluem o gene de resistência a antibióticos e a origem de replicação [42]. 
As moléculas de DNA plasmídico são constituídas por uma cadeia dupla de DNA com as duas 
extremidades ligadas covalentemente, formando uma molécula circular [43]. Estas moléculas 
podem apresentar diferentes conformações que diferem no tamanho relativo (área espacial 
ocupada), carga, hidrofobicidade e na exposição das suas bases, nomeadamente a isoforma 




Figura 11: Representação esquemática das diferentes conformações do DNA plasmídico 
(Adaptado de [43]). 
 
A isoforma sc é considerada a conformação biologicamente ativa por ser mais compacta devido 
ao fenómeno de torção exercido na dupla cadeia o que também resulta num aumento da 
densidade de carga por área de superfície e maior exposição de bases em comparação com 
outras conformações, sendo assim a molécula requerida para utilizar em terapia génica [44, 
45]. Esta pode ser convertida nas restantes isoformas sobre ação de enzimas ou de certas 
condições físicas e químicas, como elevadas temperaturas e pH extremo, o que pode afetar o 
rendimento da purificação e recuperação desta isoforma de interesse [46]. As isoformas oc e 
linear são formadas quando ocorre um corte num lado da cadeia e dois cortes na cadeia dupla, 
respetivamente. Estas apresentam menor atividade biológica uma vez que estes danos podem 
ocorrer na cassete de expressão eucariota, não sendo recomendadas para aplicação clínica. 
Além disso, a isoforma linear fica com extremidades livres, aumentando o risco de ocorrer 
eventos de recombinação e integração no DNA genómico, e também pode sofrer mais 
rapidamente degradação intracelular em relação às restantes isoformas [43, 44]. 
 
 
1.6.1. Produção do DNA plasmídico 
O processo de obtenção do DNA plasmídico é iniciado com a construção do vetor e a seleção da 
estirpe bacteriana apropriada, seguido da escolha e otimização das condições de produção, lise 
celular e, finalmente, o isolamento e purificação da isoforma sc. Este processo biotecnológico 
é dividido em três etapas, nomeadamente o processo upstream, a fermentação e o processo 
downstream (Figura 12) [47]. 
  



















Figura 12: Representação esquemática das três etapas do processo biotecnológico (Adaptado de [47]). 
  
O processo upstream tem como objetivo a produção do DNA plasmídico em larga escala, sendo 
necessário clonar o plasmídeo de interesse em estirpes bacterianas apropriadas como a 
Escherichia coli (E. coli), seguindo-se a fermentação para a replicar e amplificar do número de 
cópias do DNA plasmídico. As condições de crescimento da cultura bacteriana devem ser 
cuidadosamente selecionadas e otimizadas de modo a aumentar o rendimento de produção. 
Por sua vez, o processo downstream tem como objetivo a obtenção do DNA plasmídico com 
elevada pureza, de acordo com as especificações das agências reguladoras [45]. Primeiro, a 
biomassa produzida durante a fermentação necessita de ser recolhida através de centrifugação 
ou microfiltração. Subsequentemente, é necessário proceder à lise celular para a libertação do 
DNA plasmídico. Esta disrupção celular pode ser realizada através de métodos físicos ou 
métodos químicos, sendo a lise alcalina o método mais indicado para a obtenção do DNA 
plasmídico [48]. A lise celular promove a libertação de todos os componentes intracelulares, 
nomeadamente o DNA plasmídico sc e outras conformações, DNA genómico, RNA, proteínas e 
endotoxinas, sendo fundamental aplicar uma metodologia adequada para separar a biomolécula 
de interesse das restantes impurezas [47]. 
 
1.6.2. Purificação do DNA plasmídico 
A purificação do DNA plasmídico a partir do lisado é considerada um desafio, uma vez que esta 
biomolécula possui propriedades físicas e químicas muito semelhantes com os ácidos nucleicos 
das células hospedeiras. Por outro lado, o isolamento da isoforma sc das isoformas menos 
efetivas torna-se um desafio adicional ao processo de purificação. Desta forma, a otimização 
do processo upstream no sentido de produzir uma elevada percentagem da isoforma de 
interesse pode facilitar o processo downstream [48]. 
Fermentação Processo Downstream Processo Upstream 
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A cromatografia líquida é o método de eleição para a purificação em larga escala de DNA 
plasmídico na isoforma sc. Esta metodologia tem como objetivo isolar e purificar seletivamente 
a molécula de interesse das restantes impurezas, através da interação estabelecida com 
suportes cromatográficos, tirando proveito das características da molécula alvo tais como 
tamanho, conformação, carga, hidrofobicidade e afinidade [47]. A composição química dos 
ligandos imobilizados nos suportes cromatográficos determina as interações preferenciais que 
irão ser estabelecidas com a biomolécula de interesse, e as características físicas e estruturais 
dos suportes determinam a disponibilidade e acessibilidade dos ligandos para estabelecer as 
interações. Diferentes técnicas cromatográficas que incluem princípios de exclusão molecular, 
troca iónica, interações hidrofóbicas e afinidade, têm sido continuamente exploradas para 
isolar o DNA plasmídico na isoforma sc [45]. 
 
1.6.2.1. Cromatografia de exclusão molecular 
A cromatografia de exclusão molecular permite a separação dos componentes de uma amostra 
com base nas diferenças de tamanho. As moléculas de maior dimensão, como o DNA genómico 
e o DNA plasmídico, eluem rapidamente porque não conseguem entrar nos poros da matriz 
cromatográfica. As moléculas de menor dimensão, como RNA, endotoxinas e proteínas, 
realizam um percurso mais longo através dos poros da matriz sendo retardados na coluna 
cromatográfica. Deste modo, este tipo de cromatografia permite uma separação eficiente do 
DNA plasmídico das impurezas de menor dimensão, no entanto a remoção do DNA genómico e 
o isolamento da isoforma sc é dificultada [46, 47]. 
 
1.6.2.2. Cromatografia de troca aniónica 
A cromatografia de troca aniónica permite a interação de biomoléculas com cargas opostas, 
nomeadamente dos grupos fosfato dos ácidos nucleicos carregados negativamente e dos 
ligandos imobilizados na fase estacionária carregados positivamente. No geral, a ligação das 
biomoléculas é favorecida para baixas concentrações de sal, e a eluição ocorre por aumento da 
força iónica que vai desestabilizar as interações dos diferentes ácidos nucleicos. Assim, estes 
sofrem eluição por ordem crescente de densidade de carga, que varia em função da 
conformação e tamanho molecular [47, 49]. Esta cromatografia possibilita a separação da 
isoforma sc do DNA plasmídico, uma vez que esta é mais compacta e possui uma maior 
densidade de carga em comparação com as restantes isoformas. No entanto, o DNA plasmídico 
apresenta muitas semelhanças em termos de carga, estrutura e composição química com o DNA 
genómico, RNA e endotoxinas, tornando a eliminação destas biomoléculas bastante limitada 
[46]. 
1.6.2.3. Cromatografia de interação hidrofóbica 
A cromatografia de interação hidrofóbica explora as diferenças de hidrofobicidade entre 
diferentes biomoléculas. A ligação à matriz cromatográfica é promovida com elevadas 
concentrações de sal, nomeadamente de sulfato de amónio, que vai favorecer a remoção das 
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moléculas de água ordenadas em volta dos grupos hidrofóbicos das biomoléculas e dos ligandos 
imobilizados. A eluição ocorre por diminuição da força iónica da fase móvel, que vai 
enfraquecer as interações anteriormente estabelecidas, ocorrendo eluição das biomoléculas 
por ordem crescente de hidrofobicidade. Esta cromatografia pode ser aplicada à purificação do 
DNA plasmídico, explorando as diferenças de hidrofobicidade do DNA genómico, RNA, proteínas 
e endotoxinas. No entanto, a separação das diferentes isoformas nem sempre é conseguida [46, 
50]. Além disso, o uso de elevadas concentrações de sal é considerado uma desvantagem, 
principalmente ao nível industrial, uma vez que está associado com elevados custos e impacto 
ambiental. Apesar das desvantagens apontadas e das fortes interações estabelecidas, esta 
técnica é frequentemente usada porque os danos estruturais para as biomoléculas são mínimos 
e a dessalinização das amostras no final dos ensaios permite manter a atividade biológica [50]. 
 
1.6.2.4. Cromatografia de afinidade 
A cromatografia de afinidade utiliza ligandos específicos imobilizados na matriz cromatográfica 
para purificar determinadas biomoléculas, baseando-se nas suas funções biológicas ou na 
estrutura química individual, permitindo assim estabelecer interações múltiplas e reversíveis. 
Os métodos de afinidade apresentam vantagens, tais como o aumento da seletividade, o 
aumento do rendimento, sendo também possível realizar a purificação numa única etapa. 
Contudo, também apresentam limitações ao nível da origem biológica dos ligandos, sendo 
considerados frágeis e estando associados a baixas capacidades de ligação. Deste modo, 
desenvolveram-se ligandos sintéticos que combinam a seletividade dos ligandos naturais com a 
elevada capacidade e durabilidade dos ligandos sintéticos. Os passos de eluição podem ser 
realizados especificamente, usando um ligando competitivo, ou não especificamente, através 
de mudanças de pH, força iónica ou polaridade do tampão de eluição, dependendo das 
características das biomoléculas [46]. 
Diversos métodos de afinidade já foram descritos para a purificação de DNA plasmídico, tais 
como a imobilização de iões metálicos que interagem com ácidos nucleicos em cadeia simples, 
oligonucleótidos imobilizados que reconhecem sequências específicas presentes no DNA e 
promovem a formação de uma estrutura em tripla hélice, a imobilização de polimixina B que 
reconhece especificamente endotoxinas e a imobilização de proteínas ou complexos proteicos 
que reconhecem domínios específicos no DNA [46, 49]. 
Mais recentemente, a cromatografia de afinidade baseada em aminoácidos imobilizados 
revelou-se uma abordagem promissora para a purificação da isoforma sc do DNA plasmídico, 
explorando as interações que ocorrem naturalmente entre proteínas e ácidos nucleicos [43]. 
Estudos atómicos demonstraram que estas interações ocorrem preferencialmente entre 
aminoácidos carregados positivamente e as bases dos ácidos nucleicos [51, 52]. 
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O nosso grupo de investigação demonstrou a versatilidade de aminoácidos carregados 
positivamente, tais como a histidina [53], a lisina [54] e a arginina [55], na purificação da 
isoforma sc do DNA plasmídico. Estes aminoácidos específicos foram imobilizados em matrizes 
de agarose, apresentando diferentes comportamentos de eluição. No entanto, as matrizes de 
histidina, lisina e arginina demostraram um reconhecimento seletivo da isoforma sc do DNA 
plasmídico, permitindo a eliminação das restantes isoformas e impurezas do hospedeiro, com 
os graus de pureza requeridos e rendimentos de 40%, 46% e 79%, respetivamente [53–55]. Apesar 
dos aminoácidos imobilizados promoverem a seletividade desejada e reconhecimento da 
isoforma sc do DNA plasmídico, as fases estacionárias convencionais apresentam algumas 
limitações, tornando-se necessário explorar alternativas a estes suportes cromatográficos. 
1.6.2.5. Monolitos 
Os monolitos surgem como uma alternativa para a purificação de DNA plasmídico relativamente 
às colunas convencionais. Estes suportes consistem numa fase estacionária contínua preparada 
através de reações de polimerização de diferentes materiais, sendo estes polimerizados 
diretamente numa coluna como uma unidade única, tornando-se numa estrutura tridimensional 
de elevada porosidade e com canais interconectados relativamente grandes. O tamanho do poro 
é dependente das condições de polimerização, em especial a temperatura, sendo possível 
ajustar este parâmetro de acordo com as aplicações pretendidas [45]. A preparação dos 
monolitos é relativamente simples e, como materiais, são utilizados polímeros orgânicos, 
inorgânicos ou híbridos [56]. 
A elevada porosidade aumenta a acessibilidade das biomoléculas a toda a estrutura monolítica, 
permitindo também um aumento da permeabilidade, uma migração uniforme através do 
suporte e uma diminuição da pressão do sistema cromatográfico. Devido à sua estrutura 
específica, os monolitos permitem ultrapassar limitações associadas às colunas convencionais, 
como a baixa capacidade de ligação e limitações do fluxo. Assim sendo, os suportes monolíticos 
permitem separações rápidas, sem comprometer a resolução cromatográfica e a separação [45, 
57]. Outra característica importante consiste no aumento da transferência de massa entre a 
fase móvel e a fase estacionária, uma vez que o fluxo neste tipos de suportes ocorre por 
convecção, favorecendo assim a transferência de massa [58]. Para além disto, os monolitos 
também possuem uma elevada flexibilidade química que permite a imobilização de vários tipos 
de ligandos e a sua utilização em diversos tipos de separações [59]. Deste modo, a tecnologia 
monolítica pode ser aplicada a qualquer princípio cromatográfico [60]. 
Assim, combinar a seletividade dos ligandos baseados em aminoácidos e as vantagens dos 
monolitos torna-se uma estratégia promissora para a purificação da isoforma sc do DNA 
plasmídico. O nosso grupo de investigação também já utilizou com sucesso monolitos 
modificados com os aminoácidos arginina [61] e histidina [62] na purificação de uma vacina de 
DNA plasmídico HPV-16 E6/E7.   
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De acordo com o que foi descrito anteriormente, é possível constatar que a purificação da 
biomolécula de DNA plasmídico já foi amplamente explorada, sendo possível aplicar diferentes 
metodologias e suportes cromatográficos para a obtenção com sucesso da isoforma de interesse 
para aplicação terapêutica. Contudo, recentemente tem surgido um grande desafio no que diz 
respeito à obtenção e purificação de um vetor de DNA inovador, designado de DNA minicircular, 
uma molécula resultante da recombinação do DNA plasmídico.   
 
1.7. DNA minicircular 
Apesar do DNA plasmídico ser um produto biofarmacêutico de elevado interesse em abordagens 
terapêuticas associadas com a terapia génica, apresenta algumas limitações ao nível da 
aplicabilidade clínica, estando estas associadas com a sua estrutura e atividade intrínseca [42]. 
As sequências bacterianas e os motivos CpG presentes no DNA plasmídico podem desencadear 
respostas imunológicas adversas no hospedeiro, levando à eliminação sistemática do vetor e, 
deste modo, levantando sérios problemas ao nível da biocompatibilidade. Os genes que 
conferem resistência a antibióticos podem sofrer disseminação para a flora bacteriana humana, 
através de transferência horizontal de genes. Para além disto, após um curto período de tempo 
da administração do DNA plasmídico, ocorre uma diminuição acentuada da atividade in vivo, 
que se traduz no silenciamento da expressão de genes em células eucarióticas [63–65]. No 
sentido de ultrapassar estas limitações, surgiu recentemente o vetor de DNA minicircular 
(mcDNA).  
O mcDNA é uma molécula de DNA circular de cadeia dupla que foi isolada pela primeira vez por 
Cozzarelli e colaboradores em 1968, através da estirpe Escherichia coli 15 [66]. A biossíntese 
do mcDNA é realizada através da indução de um processo de recombinação de um plasmídeo 
parental (PP). Tal como o DNA plasmídico, o PP contém as sequências bacterianas, a cassete 
de expressão eucariótica, e adicionalmente as sequências para o reconhecimento enzimático 
responsáveis pela recombinação [42]. Após indução, o PP é recombinado em duas moléculas de 
DNA, nomeadamente em mini-plasmídeo (mP) que contém as sequências procariotas, tais como 
a origem de replicação bacteriana e o gene de resistência a antibióticos, e em mcDNA que 
apenas contém as sequências eucariotas, tais como o gene terapêutico e o promotor 
responsável pela expressão em células eucarióticas [64]. 
O objetivo das tecnologias baseadas em mcDNA consistem em desenvolver abordagens 
terapêuticas mais seguras e eficientes devido à ausência das sequências bacterianas. O seu 
tamanho reduzido facilita a entrada nas células, aumentando a eficiência de transfecção e a 
eficácia terapêutica quando administrado a linhas celulares. Além disto, o mcDNA apresenta 
também a vantagem de promover uma expressão persistente dos genes terapêuticos [42]. 
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1.7.1. Produção do DNA minicircular 
As tecnologias para a produção do mcDNA baseiam-se em sistemas de recombinação in vivo que 
convertem o DNA plasmídico, mais especificamente o PP, em moléculas circulares mais 
pequenas, durante o processo de fermentação bacteriana [64]. Alguns dos sistemas já utilizados 
foram a integrase Lambda, a resolvase ParA e a recombinase Cre. Estas metodologias foram 
recentemente otimizadas para a produção do mcDNA através do sistema recombinase 
ΦC31/endonuclease I-SceI, numa estirpe geneticamente modificada de E. coli. Mais 
concretamente, a estirpe E. coli ZYCY10P3S2T tem a particularidade de possuir um sistema 
indutível através de L-arabinose que, na presença deste substrato, ativa a expressão simultânea 
da recombinase ΦC31 e da endonuclease I-Scel [67]. Após indução, a enzima recombinase ΦC31 
realiza a conversão do PP em mP e em mcDNA, através do reconhecimento das sequências de 
recombinação attB e attP. Após este processo, as moléculas de PP e mP são degradadas pela 
endonuclease I-Scel, que reconhece o local de restrição 32x SceI presente nestes dois vetores 
(Figura 13) [64].  
 
Figura 13: Representação esquemática da produção do mcDNA a partir do PP (Adaptado de [63]). 
 
 
Existem alguns parâmetros que afetam a produção do mcDNA, nomeadamente a temperatura, 
o tempo de indução e a concentração do indutor. Estes parâmetros são importantes na medida 
em que influenciam os níveis de mcDNA produzidos e a quantidade de contaminantes inerentes 
ao processo de recombinação. Estudos anteriores demonstraram que o rendimento da produção 
de PP aumenta quando a fermentação bacteriana é realizada a 42ºC, seguido do aumento do 
rendimento da produção de mcDNA quando o processo de indução com L-arabinose é realizado 
a 32ºC [64].    
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Quando toda a tecnologia de produção do mcDNA ocorre de forma efetiva, é esperado que das 
moléculas de PP e mP sejam degradadas, o que facilitaria as etapas posteriores de purificação 
[68]. No entanto, tem-se verificado que permanecem quantidades residuais destas duas 
biomoléculas, sugerindo que a recombinação não é completa e que o processo de degradação 
realizado pela endonuclease I-Scel não é totalmente efetivo [69]. Deste modo, torna-se 
necessário investigar métodos de purificação eficazes no isolamento da biomolécula de 
interesse, o mcDNA. 
1.7.2. Purificação do DNA minicircular 
Quando o processo de recombinação in vivo do PP não ocorre de forma eficiente, as amostras 
finais de lisado bacteriano vão apresentar uma grande diversidade de espécies, nomeadamente 
diferentes isoformas de mcDNA e de mP e PP que não sofreram recombinação, e todos os 
constituintes bacterianos (como RNA, DNA genómico, proteínas e endotoxinas) sendo essencial 
aplicar um processo de purificação eficiente para isolar a biomolécula de interesse de 
preferência na conformação superenrolada. No entanto, as metodologias atuais estabelecidas 
para a purificação do DNA plasmídico não se adequam à purificação do mcDNA, uma vez que os 
contaminantes de PP e mP são muito semelhantes em termos de tamanho e topologia 
molecular, sendo necessário ajustar ou investigar novas metodologias [70]. 
O primeiro método descrito para a obtenção do mcDNA baseia-se na linearização do PP e mP 
através de enzimas de restrição adequadas, seguido do isolamento do mcDNA através de um 
gradiente de centrifugação com cloreto de césio [71]. Este método apresenta várias 
desvantagens, nomeadamente o baixo rendimento de mcDNA e o elevado custo das enzimas, 
não sendo adequado para a produção em larga escala. Além disso, este método é incompatível 
com as condições impostas pelas agências reguladoras [72]. 
Outra estratégia de purificação do mcDNA baseia-se numa cromatografia de afinidade, 
explorando a interação da proteína repressora do operão da lactose (LacI) e a correspondente 
sequência operadora. Deste modo, é necessário a incorporação destas sequências operadoras 
no mcDNA, que irão interagir reversivelmente com a proteína repressora LacI que foi 
previamente imobilizada na coluna cromatográfica. Esta metodologia prevê que quando a fase 
móvel arrastar a amostra pela coluna, o mcDNA fique retido e o mP seja eluído. Posteriormente, 
o mcDNA será recuperado por aplicação de um tampão apropriado. Contudo, esta técnica 
apenas promove a separação do mcDNA e do mP, caso exista PP na amostra este também irá 
interagir com a matriz. Também apresenta como desvantagem o facto de ser necessário um 
passo anterior de incorporação de sequências específicas no PP, além do fabrico dispendioso 
da matriz que envolve a imobilização de uma proteína recombinante [65]. 
A tecnologia do DNA triplex surge como outro método de isolamento do mcDNA. Esta estratégia 
baseia-se na formação de estruturas reversíveis em tripla hélice, entre oligonucleótidos de 
pirimidina em cadeia simples e sequências de purina em cadeia dupla inseridas na molécula 
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alvo. Para isto, é fundamental que o PP sofra uma modificação prévia na zona procariótica, 
para que tanto este como o mP incorporem sequências específicas que serão reconhecidas pelos 
oligonucleótidos. Primeiramente, é necessário que o lisado bacteriano sofra uma pré-
purificação através de uma coluna comercial de troca aniónica. De seguida, os vetores pré-
purificados são incubados com oligonucleótidos biotinilados e esferas magnéticas revestidas por 
estreptavidina, sendo que os complexos formados são removidos do meio através da captura 
das esferas magnéticas por ação de um magnete. Esta metodologia torna-se eficiente na 
eliminação de PP e mP e no isolamento de mcDNA a partir de uma amostra pré-purificada, 
contudo não pode ser aplicada numa amostra de lisado, ficando o mcDNA misturado com os 
constituintes das células hospedeiras. Além disso, as esferas magnéticas revestidas por 
estreptavidina podem ser dispendiosas, apresentando-se também como desvantagem o facto 
de ser necessário uma etapa prévia de incorporação de sequências específicas no PP [73].  
Outra estratégia desenvolvida para a obtenção de mcDNA consiste numa modificação inicial do 
PP, de modo a incorporar uma sequência de reconhecimento para a endonuclease Nb.BbvCI na 
zona de sequências procarióticas. Desta forma, após lise celular e clarificação do lisado, é 
realizada uma incubação in vitro da amostra com esta endonuclease, que por sua vez vai cortar 
apenas um dos lados da dupla cadeia do PP que não sofreu recombinação e do mP. Como 
resultado, estas moléculas adquirem a conformação oc, enquanto que o mcDNA permanece 
intacto na isoforma sc. Seguidamente, procede-se ao isolamento da isoforma sc do mcDNA das 
restantes moléculas de DNA na confirmação oc, assim como do RNA bacteriano, através de 
cromatografia de interação hidrofóbica. No entanto, esta é uma metodologia demorada e 
dispendiosa, uma vez que envolve vários passos sequenciais e são utilizadas enzimas de 
restrição, sendo também necessário uma etapa prévia de incorporação de sequências 
específicas no PP [70]. 
Mais recentemente, foi estabelecida uma estratégia de purificação que envolve a utilização de 
uma coluna monolítica de troca aniónica (CIM® DEAE-1). Esta estratégia permite a purificação 
da isoforma sc do mcDNA a partir de uma amostra de lisado clarificada, eliminando impurezas 
resultantes do processo de recombinação, nomeadamente o PP e o mP, assim como impurezas 
inerentes ao processo de produção em E. coli, como o RNA. Esta metodologia apresenta 
vantagens como o facto de ser rápida, utilizar uma coluna comercial e não serem necessárias 
modificações inicias do PP. No entanto, a recuperação da isoforma sc do mcDNA é inferior a 
50%, uma vez que parte desta molécula co-elui com outras biomoléculas em diferentes picos 
cromatográficos [69]. 
Apesar destes estudos iniciais, ainda não foi descrita uma estratégia de purificação considerada 
totalmente eficiente e rentável. Deste modo, torna-se necessário desenvolver novas estratégias 
que permitam isolar a isoforma sc do mcDNA com elevada pureza e rendimento, para poder ser 
aplicada em terapias génicas como um vetor mais seguro e eficaz, de acordo com as condições 




Capítulo 2 – Objetivos 
 
O HPV é o principal fator de risco para o desenvolvimento do cancro do colo do útero, sendo o 
quarto cancro que mais afeta as mulheres em todo o mundo. Atualmente não existem 
tratamentos direcionados para este tipo de cancro, surgindo uma necessidade urgente em 
encontrar novas estratégias terapêuticas. As oncoproteínas E6 e E7 do HPV são responsáveis 
pela progressão deste tumor devido à inativação das proteínas supressoras de tumor p53 e pRb, 
respetivamente. Desta forma, a utilização de biofármacos que silenciem a expressão das 
oncoproteínas E6 e E7 e que restabeleçam os níveis de p53 e pRb, pode ser uma estratégia 
promissora para o tratamento do cancro do colo do útero. Existem casos de sucesso da aplicação 
do vetor não-viral de DNA plasmídico em inúmeras doenças, como é o caso do cancro. Contudo, 
a possibilidade de usar um vetor mais seguro, devido à ausência de genes bacterianos, e que 
aumente a eficiência de transfecção e expressão persistente do gene terapêutico, torna o vetor 
de mcDNA como uma alternativa promissora ao DNA plasmídico.  
Assim, o presente trabalho de mestrado pode ser dividido nos seguintes objetivos:  
• Produção e purificação de vetores de PP e mcDNA que codificam para o gene supressor 
de tumor p53, através de um kit comercial para o PP-p53 e explorando estratégias de 
cromatografia de afinidade e filtração em gel para o mcDNA-p53; 
• Estudos de transfecção in vitro com células cancerígenas do colo do útero, de modo a 
avaliar a eficiência de transfecção dos vetores PP-p53 e mcDNA-p53 e o efeito 
terapêutico do gene codificado nestes vetores; 
• Construção de um vetor de mcDNA multigénico, com clonagem de dois genes 
terapêuticos no PP, nomeadamente o gene p53 e o gene pri-miRNA-375, visando uma 









3.1.1. Plasmídeo parental utilizado 
O plasmídeo parental pMC.CMV-MCS-EF1-GFP-SV40Poly A (Addgene, Estados Unidos da América) 
foi previamente clonado com o gene supressor de tumor p53 (PP-p53) pelo nosso grupo de 
investigação. Este vetor contém também um gene de resistência à canamicina e os locais de 
recombinação attB e attP para a produção do mcDNA (Figura 14). 
 
Figura 14: Representação esquemática do plasmídeo parental clonado com o gene p53 (PP-p53). 
 
 
3.1.2. Condições do crescimento bacteriano  
Primeiramente, a estirpe E. coli ZYCY10P3S2T transformada com o PP-p53 foi inoculada em 
placas de LB-agar contendo canamicina (50 µg/mL) (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos 
da América). Depois do crescimento em meio sólido, as colónias foram inoculadas para uma 
pré-fermentação (v = 62,5 mL) em meio Terrific Broth (TB), constituído por 20 g/L triptona, 24 
g/L extrato de levedura, 4 mL/L glicerol, 0,017M KH2PO4 e 0,072M K2HPO4, suplementado com 
canamicina (50 µg/mL). O crescimento bacteriano foi promovido a 42 ºC e sob agitação de 250 
rpm (Agitorb 200 IC, Aralab, Portugal) até atingir uma densidade ótica a 600 nm (DO600nm) de 
aproximadamente 2,6. De seguida, foi calculada a quantidade de cultura bacteriana que seria 
necessário transferir para uma fermentação (v = 250 mL), de modo a iniciar com uma DO600nm = 
0,2. Para a produção do PP-p53, o crescimento bacteriano foi novamente promovido a 42 ºC 
com agitação a 250 rpm, até atingir uma DO600nm ≈ 5. De seguida, para induzir a produção do 
mcDNA-p53, foi adicionada uma mistura de indução (v = 250 mL) constituída por 25 g/L de meio 
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Luria-Bertani Broth (LB) (BIOKAR Diagnostics, França) e 0,04 M de NaOH, contendo também L-
arabinose para uma concentração final de 0,01% (m/v). Este processo de indução foi realizado 
durante 2 horas a 32 ºC e sob agitação de 250 rpm. Por último, as células foram recuperadas 
através de centrifugação a 4500 g durante 10 minutos a 4 ºC. Os pellets bacterianos foram 






3.2.1. Extração de PP-p53 
Para a extração do PP-p53 foi utilizado o Kit NZYMaxiprep (NZYTech – Genes and Enzymes, 
Portugal) destinado para pré-purificar o DNA plasmídico, de acordo com as instruções do 
fabricante. Após lise celular, o DNA plasmídico ligou-se seletivamente às colunas de troca-
aniónica e todos os contaminantes, tais como proteínas, RNA, e moléculas de baixo peso 
molecular foram eliminados. No passo de eluição, a carga positiva da coluna foi neutralizada 
por uma mudança de pH para condições ligeiramente alcalinas e o DNA plasmídico foi eluído 
com um tampão de elevada concentração de sal. Após eluição, o DNA plasmídico foi precipitado 
com 0,7 volumes de isopropanol gelado e incubado durante 30 minutos no gelo, tendo sido 
realizada uma centrifugação a 16000 g durante 30 minutos a 4 ºC. Depois de descartar o 
sobrenadante, o pellet foi ressuspendido em tampão 10mM Tris-HCl (pH 8,0). As amostras finais 
de PP-p53 foram quantificadas através de nanofotómetro (Implen GmbH, Alemanha) e 
armazenadas a -80 ºC, para posteriormente serem utilizadas nos ensaios de transfecção. 
 
3.2.2. Lise alcalina modificada  
Com o objetivo de obter amostras de lisado para utilizar na purificação cromatográfica, foi 
realizado o método de lise alcalina modificada, como descrito por Diogo et al., 2000 [74]. Deste 
modo, o pellet bacteriano resultante da fermentação de 250 mL foi ressuspendido em 20 mL 
de solução 1 (50 mM glicose, 25 mM Tris, 10 mM EDTA com pH 8,0). A lise alcalina foi realizada 
pela adição de 20 mL de solução 2 (200 mM NaOH, 1% (m/v) de SDS) e incubação durante 5 
minutos à temperatura ambiente. Para neutralizar esta reação, foram adicionados 20 mL de 
solução 3 (3 M acetato de potássio com pH 5,0) e incubou-se durante 20 minutos no gelo. A 
eliminação de detritos celulares, DNA genómico e proteínas foi realizada através de duas 
centrifugações a 20000 g durante 30 minutos a 4 ºC, na centrífuga AllegraTM 25R (Beckman 
Coulter, Estados Unidos da América). Os ácidos nucleicos presentes no sobrenadante foram 
precipitados através da adição de 0,7 volumes de isopropanol gelado e incubação durante 30 
minutos no gelo. De seguida, foi realizada com uma centrifugação a 16000 g durante 30 minutos 
a 4 ºC. Depois de descartar o sobrenadante, o pellet foi ressuspendido em 2 mL de tampão 10 
mM Tris-HCl (pH 8,0). De modo a precipitar proteínas e RNA, foi adicionado sulfato de amónio 
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para uma concentração final de 3M e incubou-se durante 15 minutos no gelo. Estas impurezas 
foram removidas através de centrifugação a 16000 g durante 20 minutos a 4 ºC, recuperando-
se o sobrenadante. As amostras finais foram quantificadas através de nanofotómetro (Implen 
GmbH, Alemanha) e armazenadas a -80 ºC, de modo a serem utilizadas posteriormente na 
cromatografia de afinidade ou na cromatografia de exclusão molecular. Para a obtenção de 
amostras simples de lisado, foi apenas realizada uma alteração a este protocolo, adicionando 
RNase (500 µg/mL) à solução 1.  
 
3.2.3. Purificação do mcDNA-p53 através de cromatografia de afinidade 
Os ensaios cromatográficos foram realizados no sistema AKTA Pure (GE Healthcare Biosciences, 
Suécia) com o software UNICORN (versão 6.3). Estes tiveram como objetivo explorar novas 
estratégias de purificação do mcDNA-p53, utilizando suportes cromatográficos baseados em 
histidina. Para isto, foram estudadas duas colunas monolíticas CIM® (volume de coluna = 0,1 
mL) modificadas com os ligandos L-histidina e 1-benzil-L-histidina (BIA Separations, Eslovénia) 
para promover a purificação do mcDNA-p53 a partir de amostras de lisado pré-purificadas. De 
forma geral, os monolitos foram equilibrados com 3 M e 1,65 M (NH4)2SO4, respetivamente, a 1 
mL/min, e foram injetados 100 µL de amostra de lisado cuja força iónica foi previamente 
ajustada. Para a eluição das espécies ligadas foram estudados gradientes decrescentes de 
sulfato de amónio, assim como a manipulação de pH usando dos tampões Tris-EDTA (pH 8,0) e 
citrato-EDTA (pH 5,0). Todos os ensaios cromatográficos foram realizados à temperatura 
ambiente e a absorvância a 260 nm foi monitorizada ao longo do tempo. Todas as frações 
recolhidas foram dessalinizadas e concentradas para um volume final de 100 µL em 
concentradores Vivaspin® para posteriormente se realizar a análise dos resultados através de 
eletroforese em gel de agarose 0,8%. No final dos ensaios cromatográficos, a coluna monolítica 
e o sistema foram lavados com água milli-Q.  
 
3.2.4. Purificação do mcDNA-p53 através cromatografia de filtração em gel 
A cromatografia de filtração em gel foi outra estratégia explorada com o objetivo de promover 
a separação do PP-p53, mcDNA-p53 e RNA de acordo com as diferenças de tamanho molecular, 
a partir de amostras de lisado provenientes de lise alcalina modificada. Para tal, foi utilizada 
uma coluna Sephacryl S-1000 SF (GE Healthcare Biosciences, Suécia) (volume de coluna = 106 
mL), equilibrada com 10 mM Tris, 10 mM EDTA, 150 mM NaCl (pH 7,0) e o ensaio foi realizado 
com um caudal de 0,3 mL/min. Foram injetados 2 mL de amostra de lisado e foram recolhidas 
frações de 4 mL ao longo do tempo. O ensaio cromatográfico foi realizado à temperatura 
ambiente e a absorvância foi monitorizada ao longo do tempo a 260 nm. Todas as frações 
recolhidas foram dessalinizadas e concentradas para um volume final de 200 µL em 
concentradores Vivaspin® para posteriormente se realizar a análise dos resultados através de 
eletroforese em gel de agarose 0.8%. Por último, foram selecionadas e quantificadas as frações 
que possuíam maioritariamente mcDNA-p53. 
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3.2.5. Eletroforese em gel de agarose 
Todas as frações cromatográficas foram analisadas através de eletroforese em gel de agarose 
0,8% (m/v) em tampão TAE (40mM Tris, 20mM ácido acético, 1mM EDTA, pH 8,0). O gel foi 
corado com 0,016 µL/mL de reagente GreenSafe Premium (NZYTech - Genes & Enzymes, 
Portugal) e o marcador de peso molecular utilizado foi o GRS Ladder 1kb (GRiSP - Research 
Solutions, Portugal). A corrida de eletroforese foi realizada durante 40 minutos a 110 V e o gel 
foi visualizado sob luz ultravioleta (UV) num transiluminador UVITEC Fire-Reader (UVITEC, 
Reino Unido). 
 
3.2.6. Análise das amostras purificadas - Densitometria de bandas 
Com o objetivo de selecionar as amostras a serem utilizadas nos estudos in vitro, obtidas pelas 
estratégias cromatográficas de afinidade e filtração em gel, foi avaliada a pureza relativa por 
densitometria de bandas. Para isto, foram comparadas as frações purificadas de mcDNA-p53 
obtidas através do melhor resultado de cromatografia de afinidade e de filtração em gel, 
comparando a razão existente entre PP-p53 e mcDNA-p53. Deste modo, a densidade relativa 
de bandas foi analisada a partir das respetivas imagens de eletroforese em gel de agarose, com 
o software ImageJ (versão 1.45s), de acordo com o descrito por Antiabong et al., 2016 [75].  
 
 
3.3. Estudos de transfecção in vitro 
 
3.3.1. Linhas celulares e condições de cultura 
As células HeLa (células provenientes de adenocarcinoma cervical, HPV-18) foram cultivadas 
em meio DMEM-HG (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-High Glucose), as células CaSki 
(células metastáticas provenientes de carcinoma epidermoide cervical, HPV-16) foram 
cultivadas em meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute) e os Fibroblastos foram cultivados 
em meio DMEM/F-12 (Dulbecco's Modified Eagle's Medium /Ham’s F-12 Nutrient Mixture). Estes 
meios de cultura (Sigma-Aldrich, Estados Unidos da América) foram suplementados com 10% 
(v/v) de soro fetal bovino (FBS) e com 1% (v/v) de uma mistura de antibióticos constituída por 
penicilina (100 μg/mL) e estreptomicina (100 μg/mL). O crescimento das células foi promovido 
a uma temperatura de 37 ºC, em atmosfera húmida contendo 5% de CO2 e 95% de ar.  
 
3.3.2. Transfecção 
Os estudos in vitro tiveram como objetivo comparar a eficiência de transfecção entre os vetores 
PP-p53 e mcDNA-p53, assim como avaliar o efeito terapêutico do gene codificado nestes 
vetores. Para isto, foi utilizado o regente de transfecção Torpedo DNA (ibidi GmbH, Alemanha), 
de acordo com as instruções do fabricante. As células foram mantidas em cultura até atingirem 
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uma confluência de cerca de 80%-90%, sendo semeadas em placas com uma densidade de 
6,2x104 células/cm2 em meio completo. Após 24 horas, foi realizada a substituição deste meio 
completo para meio incompleto sem antibiótico. No dia seguinte, o reagente de transfecção 
foi incubado com os vetores PP-p53 e mcDNA-p53 durante 20 minutos à temperatura ambiente, 
de modo a permitir a formação de complexos entre os lípidos catiónicos e o DNA plasmídico, 
sendo que o rácio DNA plasmídico (µg) : TorpedoDNA (µL) utilizado foi de 1:3. As misturas 
reacionais foram adicionadas aos respetivos poços e as células transfectadas foram novamente 
incubadas com as mesmas condições de cultura. Após 6 horas do início da transfecção, o meio 
incompleto sem antibiótico foi substituído por meio completo. 
 
3.3.3. Internalização celular - Live Cell Imaging 
Para verificar a internalização dos vetores PP-p53 e mcDNA-p53 no núcleo de células 
transfectadas, foi realizada a marcação destes com isotiocianato de fluoresceína (FITC) e 
realizada a aquisição de imagens em tempo real (live cell imaging). Para isto, foi preparada 
uma mistura reacional com 750 ng de cada um dos vetores, perfazendo com labeling buffer 
(0,1 M de tetraborato de sódio) para um volume final de 83 μL, adicionando por último, 2 μL 
de FITC preparado com dimetilsulfóxido (DMSO). Esta mistura reacional foi colocada num 
agitador rotativo a baixa velocidade durante 4 horas à temperatura ambiente e protegida da 
luz. Posteriormente, foi adicionado 1 volume de 3 M NaCl e 5 volumes de etanol 100% gelado, 
incubando-se overnight a -20 ºC. Após este período de incubação, o excesso de FITC foi 
removido por centrifugação a 12000 g durante 20 minutos a 4 ºC, descartando o sobrenadante 
e lavando o pellet com etanol 75%. Centrifugou-se novamente a 12000 g durante 10 minutos a 
4 ºC e ressuspendeu-se o pellet em PBS. As células HeLa foram semeadas com uma densidade 
de 15,6 x 104 células/poço numa placa μ-slide 4 (ibidi GmbH, Alemanha). No dia seguinte, os 
núcleos das células foram marcados com DAPI (1:1000) durante 20 minutos, no escuro à 
temperatura ambiente. Foram adquiridas imagens antes da transfecção, e só depois as células 
foram transfectadas com o DNA plasmídico marcado previamente com FITC. Para a aquisição 
de imagens foi utilizado o sistema de microscopia confocal LSM 710 (Carl Zeiss SMT, Alemanha) 
com o software Zeiss Zen.  
 
3.3.4. Eficiência de transfecção – Microscopia de Fluorescência 
Para comparar a eficiência de transfecção entre os vetores PP-p53 e mcDNA-p53, foi realizada 
novamente a marcação destes com FITC e realizada a aquisição de imagens de células não-
transfectadas (controlo) e células transfectadas durante 1, 2 e 6 horas. Para isto, as células 
HeLa foram semeadas com uma densidade de 6,2 x 104 células/poço numa placa μ-slide 8 (ibidi 
GmbH, Alemanha). Posteriormente, as células foram transfectadas com os vetores marcados 
previamente com FITC. De modo a parar a transfecção, o meio de cultura foi descartado e os 
poços foram lavados com PBS. Seguidamente, foi realizada uma incubação com 
paraformaldeído (PFA) durante 10 minutos e, após lavagem com PBS, foi realizada uma 
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incubação com DAPI (1:1000) durante 10 minutos no escuro. Para a aquisição de imagens foi 
utilizado o sistema de microscopia confocal LSM 710 (Carl Zeiss SMT, Alemanha) com o software 
Zeiss Zen. A análise estatística dos resultados de intensidade de fluorescência média do FITC 
(n = 3) foi realizada com o teste two-way ANOVA, através do software GraphPad Prism (versão 
6.01).  
 
3.3.5. Extração de RNA 
As células HeLa foram semeadas com uma densidade de 2,4 x 105 células/poço numa placa de 
12 poços (VWR International, Estados Unidos da América). Após 24 horas de transfecção com os 
vetores PP-p53 e mcDNA-p53, as células controlo e transfectadas foram submetidas à extração 
de RNA. Para isto, foram adicionados 250 µL de reagente TRIzol® (Sigma-Aldrich, Estados 
Unidos da América) em cada poço, de modo a provocar a lise das células, incubando-se durante 
5 minutos à temperatura ambiente. Posteriormente, foram adicionados 50 µL de clorofórmio 
para permitir a separação das diversas biomoléculas em diferentes fases, incubando-se durante 
10 minutos à temperatura ambiente. As amostras foram centrifugadas a 12000 g durante 15 
minutos a 4 ºC, permitindo a separação de uma fase aquosa superior que contém o RNA, uma 
interfase e uma fase orgânica inferior que contém DNA e proteínas. A fase aquosa foi 
recuperada muito cuidadosamente e foram adicionados 125 µL de isopropanol gelado, de modo 
a permitir a precipitação do RNA, incubando-se durante 10 minutos no gelo. As amostras foram 
novamente centrifugadas a 12000 g durante 15 minutos a 4 ºC, e foi realizada a lavagem do 
pellet com 125 µL de etanol 75% para eliminar compostos orgânicos. Foi realizada uma nova 
centrifugação a 12000 g durante 5 minutos a 4 ºC, rejeitando o sobrenadante e ressuspendendo 
o pellet de RNA em 20 µL de água dietil-pirocarbonato (DEPC). Para confirmar o sucesso da 
extração de RNA, foi realizada uma eletroforese em gel de agarose 1% e a quantificação das 
amostras foram realizadas com nanofotómetro (Implen GmbH, Alemanha). 
 
3.3.6. Síntese de cDNA 
Foi realizada a síntese de DNA complementar (cDNA) a partir das amostras de RNA extraído 
anteriormente, utilizando o kit Xpert cDNA Synthesis (GRiSP - Research Solutions, Portugal). De 
acordo com as instruções do fabricante, em cada tubo de PCR foi adicionado 1 µg de RNA total, 
1 µL de Random Primers e 1 µL de dNTP’s, adicionando água livre de RNases para perfazer um 
volume final de 14,5 µL. As amostras foram incubadas durante 5 minutos a 65 ºC, seguindo-se 
uma incubação durante 2 minutos no gelo. Posteriormente, foram adicionados 4 µL de solução-
tampão, 0,5 µL de RNase Inhibitor e 1 µL de Xpert RTase, por esta mesma ordem. Por último, 
a mistura reacional foi incubada durante 10 minutos a 25 ºC, seguindo-se uma incubação 




A técnica de RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) foi realizada com o 
objetivo de analisar os níveis de transcritos do gene supressor de tumor p53. Para isto, foi 
adicionado 1 μL de cDNA, 6,25 μL de Taq polimerase, 0,5 μL de MgCl2 e 0,4 μL de cada um dos 
primers, perfazendo com água até um volume final de 12,5 μL. As misturas reacionais foram 
colocadas num termociclador T100 (BioRad, Estados Unidos da América), programado com a 
seguinte sequência de incubações: 5 minutos a 95 ºC, 30 ciclos de 40 segundos a 95 ºC, 30 
segundos a 60 ºC e 1 minuto a 72 ºC, e por último, 5 minutos a 72 ºC. Os primers utilizados 
foram desenhados especificamente para o transcrito do gene p53 (FW: 5’- CCT CAC CAT CAT 
CAC ACT GG -3’; RV: 5’- CCT CAT TCA GCT CTC GGA AC -3’). Os resultados foram analisados 
através de eletroforese em gel de agarose 1%.  
 
3.3.8. Extração de proteína 
As células HeLa foram semeadas com uma densidade de 1,5 x 105 células/poço numa placa de 
6 poços (VWR International, Estados Unidos da América). Após 36 horas e 48 horas de 
transfecção com os vetores PP-p53 e mcDNA-p53, as células controlo e transfectadas foram 
submetidas à extração de proteína. Primeiramente, procedeu-se à remoção do meio de cultura 
e à lavagem de cada poço com PBS. De seguida, as células foram raspadas com cell scrapers 
com o intuito de recuperar as células, e foi realizada uma centrifugação a 11500 rpm durante 
10 minutos a 4 ºC, numa centrífuga Hettich Mikro 200R (Andreas Hettich GmbH, Alemanha). O 
sobrenadante foi descartado e adicionou-se o tampão de lise (Roche, Estados Unidos da 
América), de acordo com o tamanho do pellet. Este tampão de lise é constituído por 25 mM 
Tris (pH 7,4), 2,5 mM EDTA, 2% Triton X-100, 2,5 mM EGTA, 1 mM PMSF e 10 μL/mL de cocktail 
inibidor de proteases sem EDTA. Por último, foi realizada uma incubação durante 10 minutos 
no gelo. 
 
3.3.9. Quantificação de proteína 
Após a extração, foi utilizado o método de Bradford para determinar a concentração de 
proteína. Assim, numa microplaca foram realizados triplicados com 1 μL de amostra de proteína 
extraída, 159 μL de água milli-Q e 40 μL de reagente BioRad. Após 15 minutos de incubação à 
temperatura ambiente, a absorvância a 595 nm foi lida num espectrofotómetro de microplacas 
xMark (BioRad, Estados Unidos da América). Para determinar a concentração de proteína 
extraída, foi construída uma curva de calibração, usando a albumina do soro bovino (BSA) 
(Sigma-Aldrich, Estados Unidos da América) como proteína padrão (0,2-10,0 μg/μL), como está 
representado na Figura 15. 
 36 
 
Figura 15: Curva de calibração com a proteína padrão BSA (0,2 - 10 μg/μL). 
 
3.3.10. SDS-PAGE e Western Blot  
Após a extração e quantificação de proteína, foi realizada uma eletroforese em gel de 
poliacrilamida em condições desnaturantes, designada de SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate-
Polyacrylamide Gel Electrophoresis). Esta técnica tem como objetivo separar as proteínas 
principalmente de acordo com o seu peso molecular. Assim, as amostras foram preparadas com 
25 μg de proteína total, calculadas através da curva de calibração anterior, adicionando-se 
loading buffer num rácio de 3:1 (3,3 μL para 10 μL de amostra total). As amostras foram 
desnaturadas durante 5 minutos a 100 ºC, injetadas num stacking gel de acrilamida 4,7% para 
posteriormente serem separadas num resolving gel de acrilamida 12,5%. O marcador de peso 
molecular utilizado foi o NZYColour Protein Marker II (NZYTech - Genes and Enzymes, Portugal). 
A corrida de eletroforese foi realizada a 120 V durante 90 minutos à temperatura ambiente. A 
eletrotransferência consistiu na transferência das proteínas do gel de poliacrilamida para uma 
membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF), previamente ativada com metanol, através da 
aplicação de uma corrente elétrica de 750 mA, durante 90 minutos a 4 ºC. Posteriormente, a 
membrana foi lavada 3 vezes com tampão TBS, contendo 0,1% de Tween 20 (TBS-T 0,1%), 
durante 5 minutos. A membrana foi bloqueada com uma solução de leite 5% (m/v) durante 1 
hora, à temperatura ambiente e em agitação constante, com o objetivo de impedir interações 
inespecíficas entre a membrana e o anticorpo utilizado para a deteção da proteína alvo. A 
membrana foi novamente lavada 3 vezes durante 5 minutos, para se poder proceder à incubação 
com o anticorpo monoclonal anti-p53 ou anti-β-actina (Santa Cruz Biotechonology, Alemanha), 
overnight a 4 ºC, com agitação constante. Após esta incubação, procedeu-se novamente à 
lavagem da membrana, de modo a realizar a incubação com o anticorpo secundário policlonal 
IgG anti-rabbit ou anti-mouse (Santa Cruz Biotechonology, Alemanha), durante 1 hora à 
temperatura ambiente e com agitação constante. Procedeu-se novamente à lavagem da 
membrana, seguindo-se uma incubação com 200 μL de ECL (Advansta Inc., Estados Unidos da 
América) durante 5 minutos. A membrana foi visualizada no sistema BioRad ChemiDocTM 
(BioRad, Estados Unidos da América). 
























Concentração de proteína BSA (μg/μL)
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3.3.11. Quantificação da proteína p53 - ensaio ELISA  
O ensaio ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) foi realizado para a determinação 
quantitativa da proteína p53, após 36 horas de transfecção. Para isto, foi utilizado o Kit Human 
p53 Platinum ELISA (Enzo, Life Sciences, Estados Unidos da América), de acordo com o protocolo 
fornecido pelo fabricante. Este ensaio baseia-se no reconhecimento antigénio-anticorpo 
detetável através de reações enzimáticas. O anticorpo monoclonal anti-p53 encontra-se 
adsorvido nos poços da microplaca fornecida. Para iniciar o ensaio, as amostras provenientes 
de várias diluições do padrão de p53 fornecido pelo kit (50 – 0,78 U/mL) e as amostras de 
proteína extraída das células controlo e das células transfectadas (20 µg de proteína total) 
foram adicionadas aos poços, reagindo com o anticorpo previamente adsorvido. De seguida, foi 
adicionado um segundo anticorpo monoclonal anti-p53 conjugado com biotina, que liga à 
proteína p53 capturada pelo primeiro anticorpo. Os anticorpos conjugados com biotina que não 
ligaram foram removidos com solução de lavagem. Posteriormente, foi adicionada uma solução 
de enzima Horseradish Peroxidase (HRP) conjugada com estreptavidina que promove ligação à 
biotina. Os conjugados que não sofreram ligação foram também removidos com solução de 
lavagem. Por último, foi adicionada uma solução reativa com o substrato tetrametilbenzidina, 
que é convertido num composto colorido através da enzima HRP. Esta reação enzima-substrato 
foi terminada pela adição de ácido fosfórico e o desenvolvimento de cor foi medido 
espectrofotometricamente a uma absorvância de 450 nm. Células HeLa não-transfectadas 
foram utilizadas como controlo. O ensaio foi realizado com um n = 4 e a análise estatística foi 
realizada com o teste one-way ANOVA, através do software GraphPad Prism (versão 6.01).  
Para determinar a concentração da proteína p53 nas amostras de interesse, foi construída uma 
curva de calibração com os resultados obtidos nas amostras padrão analisadas com diferentes 
concentrações desta proteína (50,00 – 0,78 U/mL), como está representado na Figura 16.  
 
Figura 16: Curva de calibração com a proteína p53 (50,00 – 0,78 U/mL). 
 
 
























Concentração de proteína p53 (U/mL)
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3.3.12. Ensaio de proliferação celular   
A proliferação celular foi avaliada ao longo do tempo, através da contagem do número de 
células viáveis. As células HeLa foram semeadas com uma densidade de 6,02 x 104 células/poço 
em placas de 12 poços. As transfecções com os vetores PP-p53 e mcDNA-p53 foram realizadas 
durante 24, 36, 48 e 72 horas. De modo a parar a transfecção, o meio de cultura foi descartado 
e adicionou-se tripsina a cada um dos poços. Posteriormente, as células foram recolhidas 
através de centrifugação e o número de células aderentes viáveis foi determinada usando o 
método de exclusão por azul de tripano. Células não-transfectadas foram utilizadas como 
controlo. Os ensaios foram realizados com um n = 3 e a análise estatística foi realizada com o 
teste two-way ANOVA, através do software GraphPad Prism (versão 6.01).  
 
 
3.3.13. Avaliação da citotoxicidade celular – Ensaio com resazurina  
A citotoxicidade dos vetores PP-p53 e mcDNA-p53 foi avaliada através do ensaio com resazurina. 
Células HeLa e Fibroblastos foram semeadas com uma densidade de 104 células/poço em placas 
de 96 poços e as transfecções foram realizadas durante 24, 36, 48 e 72 horas. Duas horas antes 
do final de cada tempo de transfecção, o meio de cultura foi descartado e foram adicionados 
100 µL de meio completo fresco e 20 µL de resazurina 0,1% (m/v) a cada poço, incubando-se 
durante 4 horas no escuro, com as mesmas condições de cultura. Posteriormente, esta mistura 
reacional foi transferida para uma placa com fundo opaco. As leituras de fluorescência foram 
realizadas num espectroflurímetro (SpectraMAX® GeminiTM EM, Molecular Devices, Estados 
Unidos da América), definindo dois comprimentos de onda diferentes, nomeadamente 
λ(excitação) = 544 nm e λ(emissão) = 590 nm, de modo a analisar a fluorescência da resorufina 
produzida. Células não-transfectadas foram utilizadas como controlo negativo e células 
tratadas com etanol 70% foram utilizadas como controlo positivo. Os ensaios foram realizados 
com um n = 4 e a análise estatística foi realizada com o teste two-way ANOVA, através do 
software GraphPad Prism (versão 6.01).  
 
3.3.14. Avaliação da indução de apoptose - Kit de apoptose 
O processo de apoptose foi avaliado através da deteção da fragmentação do DNA celular, que 
ocorre devido à ativação de endonucleases. As células HeLa foram semeadas em placa de 96 
poços, com uma densidade de 104 células/poço. Após 48 horas de transfecção, a placa foi 
centrifugada a 1000 g durante 3 minutos à temperatura ambiente. O meio de cultura foi 
descartado e as células foram lavadas com PBS e fixadas com uma solução de paraformaldeído 
(PFA) durante 7 minutos. De seguida, a placa foi novamente centrifugada a 1000 g durante 3 
minutos à temperatura ambiente, a solução fixadora foi descartada e as células foram lavadas 
com PBS. Posteriormente, foi realizada uma incubação durante 20 minutos à temperatura 
ambiente com metanol 100%. A quantificação de células apoptóticas foi realizada através de 
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um método colorimétrico in situ (HT TiterTACSTMAssay Kit, Trevigen, Estados Unidos da 
América), de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante. Posteriormente, os resultados 
foram obtidos através da leitura da placa a uma absorvância de 450 nm. Células não-
transfectadas foram utilizadas como controlo negativo e células tratadas com uma solução-
padrão de endonucleases fornecida pelo kit foram utilizadas como controlo positivo. Os ensaios 
foram realizados com um n = 3 e a análise estatística foi realizada com o teste one-way ANOVA, 
através do software GraphPad Prism (versão 6.01). 
 
 
3.4. Construção do DNA minicircular multigénico 
 
3.4.1. Plasmídeos utilizados 
O vetor PP-pri-miRNA-375 previamente construído pelo nosso grupo de investigação foi utilizado 
para a amplificação do gene pri-miRNA-375. Por sua vez, o vetor PP-p53 foi sujeito a 
mutagénese (NZYTech – Genes and Enzymes, Portugal) para que pudesse incluir os locais de 
reconhecimento das enzimas de restrição EcoRV e ScaI. A amplificação destes dois vetores foi 
realizada através da fermentação bacteriana em E. coli ZYCY10P3S2T num orbital a 42ºC e com 
agitação de 250 rpm, até atingir uma DO600nm de aproximadamente 5. Para a purificação de DNA 
plasmídico foi utilizado o kit NZYMiniprep (NZYTech – Genes and Enzymes, Portugal), de acordo 
com as instruções do fabricante.  
 
3.4.2. Amplificação por PCR  
A técnica PCR foi realizada com o objetivo de amplificar o fragmento pri-miRNA-375. Para isto, 
foi adicionado 1 μL de PP-pri-miRNA-375, 6,25 μL de Taq polimerase, 0,5 μL de MgCl2 e 0,4 μL 
de cada um dos primers, perfazendo com água até um volume final de 12,5 μL. As misturas 
reacionais foram colocadas num termociclador, programado com a seguinte sequência de 
incubações: 5 minutos a 95 ºC, 30 ciclos de 40 segundos a 95 ºC, 30 segundos a 60 ºC e 1 minuto 
a 72 ºC, e por último, 5 minutos a 72 ºC. Os primers utilizados foram desenhados 
especificamente para o fragmento pri-miRNA-375 e de forma a incluir as sequências de 
reconhecimento das respetivas enzimas nas extremidades do fragmento (FW: 5’- AAG ATA TCC 
GGG ACA AGC TCC AAG GC - 3’; RV: 5’- AAA GTA CTT TTC CAC CTC CAG AAG GGT T - 3’). Os 
resultados foram analisados através de eletroforese em gel de agarose 1% e o fragmento 
amplificado foi purificado com um kit de purificação de produtos de PCR (NucleoSpin® Gel and 
PCR Clean-up Kit, Macherey-Nagel, Alemanha). 
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3.4.3. Digestões enzimáticas  
Para as digestões enzimáticas do fragmento pri-miRNA-375 e do PP-p53 mutado, foram 
utilizadas as enzimas de restrição ScaI e EcoRV (Takara Bio, Estados Unidos da América). As 
digestões com EcoRV foram realizadas preparando uma mistura reacional com 1 µL desta 
enzima, 2 µL de 10X H Buffer e aproximadamente 500 ng de fragmento pri-miRNA-375 ou PP-
p53 mutado, perfazendo com água até um volume final de 20 µL. A incubação foi realizada 
durante 2 horas a 37 ºC num termociclador. As condições da enzima ScaI foram otimizadas, 
realizando algumas alterações ao protocolo original. A desfosforilação do vetor foi realizada 
através da enzima fosfatase alcalina CIP (New England Biolabs, Estados Unidos da América), 
preparando uma mistura reacional com 1 µL desta enzima, 2 µL de tampão (NEB3) 10X e 
aproximadamente 500 ng de vetor completamente digerido, perfazendo com água até um 
volume final de 20 µL. Esta mistura foi incubada a 37 ºC durante 1 hora. No final de todas as 
etapas, nomeadamente 1ª digestão, 2ª digestão e desfosforilação, os produtos foram sempre 
purificados com kit (NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kit, Macherey-Nagel, Alemanha), de 
acordo com as instruções do fabricante e as amostras foram quantificadas com nanofotómetro. 
Todas as digestões foram analisadas através de eletroforese em gel de agarose 0,6%.  
 
 
3.4.4. Etapa de clonagem 
Pata a etapa de clonagem, a concentração de vetor (digerido e desfosforilado) foi estabelecida 
para 100 ng e a concentração do fragmento foi variada para diferentes rácios, de acordo com 
a seguinte equação:  
 
fragmento (ng) =  
vetor (ng)  ×  tamanho do fragmento (pb)
tamanho do vetor (pb)





Vários rácios fragmento : vetor foram testados, tais como 1:1, 1:3, 3:1, 5:1, 9:1 e 10:1. As 
misturas reacionais foram preparadas em tubos de PCR pela adição de 1, 2 ou 3 µL de enzima 
T4 DNA Ligase (NZYTech – Genes and Enzymes, Portugal) e a quantidade de tampão 10X 
correspondente ao dobro da quantidade de enzima utilizada. Também foram adicionados 100 
ng de vetor e a quantidade de fragmento calculada através da equação anterior, perfazendo 
com água até um volume final de 20 µL. Estas misturas reacionais foram incubadas durante 18 
horas a temperaturas diferentes, tais como temperatura ambiente, 4 ºC, 18 ºC e 20 ºC. Por 
último, foi realizada a transformação de células E. coli competentes.  
 
 41 
3.4.5. Preparação de células E. coli competentes 
A preparação de células E. coli competentes foi realizada de acordo com o método descrito por 
Inoue, baseado num crescimento lento da cultura bacteriana por indução de stress térmico, 
através da diminuição da temperatura de crescimento [76]. Assim, as estirpes E. coli TOP10 e 
ZYCY10P3S2T foram inoculadas em placas de LB-agar e incubadas durante 18 horas a 37 ºC. 
Cada colónia isolada foi transferida para 25 mL de meio SOB (2% (m/v) triptona, 0,5% (m/v) de 
extrato de levedura, 8,56 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCl2 e 10 mM MgSO4), num erlenmeyer 
de 250 mL. Esta mistura foi incubada durante 6 horas a 37 ºC, com agitação de 250 rpm. 
Posteriormente, estas culturas iniciais foram utilizadas para inocular 3 erlenmeyers de 250 mL, 
cada um com 62,5 mL de meio SOB. Deste modo, para a estirpe E. coli TOP10 foram transferidos 
100 µL, 50 µL e 25 µL, enquanto que para a estirpe E. coli ZYCY10P3S2T foram transferidos 25 
µL, 10 µL e 5 µL de cultura inicial.  Todos os erlenmeyers foram incubados overnight a 20 ºC, 
com agitação de 250 rpm. A DO600nm foi monitorizada até um dos erlenmeyers atingir um valor 
de aproximadamente 0,55, sendo este transferido para um banho frio durante 10 minutos e 
descartando as restantes culturas. As células foram recolhidas por centrifugação a 2500 g 
durante 10 minutos a 4 ºC, descartando o meio de cultura. De seguida, as células foram 
ressuspendidas em 20 mL de ITB (Inoue Transformation Buffer) gelado, constituído por 55 mM 
MnCl2.4H2O, 15 mM CaCl2.2H2O, 250 mM KCl, 10 mM PIPES (0,5 M com pH 6,7). As células foram 
novamente recolhidas por centrifugação a 2500 g durante 10 minutos a 4 ºC e ressuspendidas 
em 5 mL de ITB gelado. Posteriormente, foram adicionados 357 µL de DMSO e a suspensão 
bacteriana foi cuidadosamente homogeneizada e colocada em gelo durante 10 minutos. Por 
último, foram transferidos 100 µL da suspensão celular para tubos estéreis frios, sendo as 
células competentes rapidamente congeladas, submergindo os tubos em azoto líquido, e foram 
armazenadas a -80 ºC.   
 
3.4.6. Transformação de células E. coli competentes 
Células E. coli competentes foram transformadas por choque térmico. As misturas reacionais 
provenientes da clonagem foram adicionadas a alíquotas de 100 µL de células E. coli 
competentes TOP10 ou ZYCY10P3S2T, incubando durante 30 minutos no gelo. Em paralelo foi 
realizado o mesmo procedimento, mas com o PP-p53 mutado (sem passar pelo processo de 
clonagem) como controlo positivo da eficiência das células competentes. De seguida, o choque 
térmico foi promovido a 42 ºC durante 45 segundos, seguindo-se uma incubação durante 2 
minutos no gelo. A esta mistura foram adicionados 400 µL de meio SOB e incubou-se num orbital 
a 37 ºC durante 1 hora, com agitação de 250 rpm. Finalmente, foram transferidos 250 µL desta 
cultura bacteriana para placas LB-agar contendo canamicina (50 µg/mL), seguindo-se uma 
incubação overnight a 37 ºC.  
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3.4.7. Análise de colónias bacterianas através de PCR 
Quando necessário, colónias bacterianas isoladas foram repicadas para uma outra placa de LB-
agar contendo canamicina (50 µg/mL) e ressuspendidas em 10 µL de 0,02 M NaOH. 
Posteriormente, foram incubadas a 100 ºC durante 5 minutos e foram transferidos 2 µL desta 
mistura para a reação de PCR. Foram utilizados primers específicos para o gene pri-miRNA-375, 
o gene GFP e o gene p53, como indicado na Tabela 7. Os resultados foram analisados através 
de eletroforese em gel de agarose 1%.  




5’- AAG ATA TCC GGG ACA AGC TCC AAG GC - 3’ 




5’ – ATG GAG AGC GAC GAG AGC GG – 3’ 




5’ – AAT CTA GAA TGG AGG AGC CGC AGT CAG – 3’ 
5’ –ATG GAT CCT CAG TCT GAG TCA GGC CCT TC – 3’ 
 
 
3.4.8. Estudo preliminar de transfecção com o vetor de PP multigénico 
Para avaliar a funcionalidade do vetor de PP multigénico, realizou-se um estudo de transfecção 
in vitro com células CaSki, semeadas com uma densidade de 2,4 x 105 células/poço numa placa 
de 12 poços. Após 24 horas de transfecção com o vetor de PP multigénico, células não-
transfectadas e transfectadas foram submetidas à extração de RNA, e de seguida foi realizada 
a síntese de cDNA. Posteriormente, foram avaliados os níveis de transcritos do gene p53 e dos 
oncogenes E6 e E7 por RT-PCR, utilizando primers desenhados especificamente para cada um 
destes, como indicado na Tabela 8.  Os resultados foram analisados através de eletroforese em 
gel de agarose 1%. 




5’ - CCT CAC CAT CAT CAC ACT GG – 3’ 




5’ – CAG GAG CGA AGA AAG CCC TT - 3’ 




5’ – TCC ACA AGC AGC TGG ACC GGA – 3’ 
5’ – GCA CAC AAT TCC TGT TAG GCC CAT – 3’ 
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Capítulo 4 - Resultados e Discussão 
 
Atualmente não existem tratamentos eficientes, não invasivos e direcionados para a infeção 
por HPV, existindo milhões de mulheres em todo o mundo infetadas por este vírus sob risco 
eminente de progredir para uma situação de cancro do colo do útero. Surge assim uma grande 
necessidade de encontrar novos tratamentos que consigam não só prevenir a infeção, mas 
principalmente controlar ou eliminar este cancro. As terapias baseadas em DNA têm sido 
consideradas como uma estratégia promissora para o tratamento de inúmeras doenças, como é 
o caso do cancro, existindo casos de sucesso da aplicação do vetor não-viral de DNA plasmídico. 
Contudo, a possibilidade de utilizar um vetor mais seguro, devido à ausência de sequências 
bacterianas, e que aumente a eficiência de transfecção devido ao seu tamanho relativamente 
reduzido, torna o vetor de mcDNA numa alternativa promissora. 
Deste modo, o presente trabalho consistiu, numa primeira fase, na produção e purificação dos 
vetores de PP e mcDNA, que codificam para o gene supressor de tumor p53. Posteriormente, 
foram realizados estudos de transfecção in vitro com células cancerígenas do colo do útero, de 
modo a avaliar a eficiência de transfecção e o efeito terapêutico do gene codificado nestes 
vetores. Numa segunda fase do trabalho, foi também realizada a construção de um mcDNA 
multigénico, com clonagem de dois genes terapêuticos no PP, nomeadamente com o gene p53 
e o gene pri-miRNA-375 visando uma potencial aplicação terapêutica combinada.  
 
4.1. Purificação  
De modo a ser possível aplicar o vetor de mcDNA-p53 em abordagens terapêuticas, torna-se 
necessário purificar a isoforma biologicamente ativa (sc). No entanto, as metodologias atuais 
estabelecidas para a purificação do DNA plasmídico não são diretamente aplicáveis à 
purificação do mcDNA, isto porque os contaminantes de PP e mP são muito semelhantes em 
termos de tamanho e topologia molecular, tornando-se necessário ajustar ou desenvolver novas 
metodologias de purificação. Deste modo, o presente trabalho explorou duas estratégias de 
purificação para o mcDNA-p53, nomeadamente a cromatografia de afinidade e a cromatografia 
de filtração em gel.  
4.1.1. Purificação do mcDNA-p53 através de cromatografia de afinidade 
Para a purificação do mcDNA-p53 através de estratégias de cromatografia de afinidade, foram 
testados dois monolitos modificados com ligandos baseados em histidina que já tinham sido 
previamente explorados para a purificação de DNA plasmídico [62], nomeadamente o monolito 
de 1-benzil-L-histidina e o monolito de L-histidina. 
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4.1.1.1. Monolito de 1-benzil-L-histidina 
Com o objetivo de promover a separação do mcDNA-p53, começou-se por utilizar o monolito 
modificado com o ligando 1-benzil-L-histidina, utilizando as condições cromatográficas 
otimizadas no recente estudo de purificação de DNA plasmídico com este mesmo ligando [62]. 
Desta forma, o monolito de 1-benzil-L-histidina (volume de coluna = 0,1 mL) foi equilibrado 
com 1,65 M (NH4)2SO4 em 10 mM citrato-EDTA (pH 5,0), utilizando um caudal de 1 mL/min e 
foram injetados 100 µL da amostra de lisado possuindo já uma elevada força iónica. Após a 
eluição no flowthrough das biomoléculas que não sofreram interação com a coluna, dando 
origem ao 1º pico, o 2º pico foi obtido através da diminuição da força iónica para 0 M (NH4)2SO4 
em 10 mM citrato-EDTA (pH 5,0) no tampão de eluição, de modo a obter as restantes 
biomoléculas que ficaram previamente retidas. As frações foram recolhidas e analisadas em gel 
de agarose 0,8% (Figura 17). 
 
Figura 17: Perfil cromatográfico da amostra de lisado injetada no monolito de 1-benzil-L-histidina, 
utilizando um gradiente com dois passos, nomeadamente 1,65 M e 0 M (NH4)2SO4 em 10 mM citrato-EDTA 
(pH 5,0). Encontra-se também representada a respetiva eletroforese em gel de agarose: A - Amostra de 
lisado; PP - Amostra de PP-p53; 1,2 – Respetivos picos cromatográficos.   
 
Através da Figura 17 verifica-se que o mcDNA-p53 elui em ambos os picos, juntamente com as 
impurezas de PP-p53 e RNA. Os resultados obtidos sugerem que o ligando de 1-benzil-L-histidina 
apresenta pouca seletividade para isolar o mcDNA-p53, sendo também o resultado que se 
verificou para a purificação do DNA plasmídico [62]. Este comportamento pode ser explicado 
pelo facto do ligando 1-benzil-L-histidina, para além do anel de imidazol, também apresentar 
um anel de benzeno que lhe confere uma hidrofobicidade adicional. Embora não seja necessário 
usar elevadas concentrações de sulfato de amónio para promover retenção da biomolécula alvo, 
promove interações fortes com os vários ácidos nucleicos presentes na amostra, dificultando 
assim a eluição seletiva das biomoléculas que ficaram previamente retidas [62]. De acordo com 
estas considerações, foi posteriormente explorado um monolito modificado com o ligando de 
L-histidina.  
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4.1.1.2. Monolito de L-histidina  
O monolito de L-histidina (volume de coluna = 0,1 mL) foi utilizado com o objetivo de promover 
a separação do mcDNA-p53, uma vez que foi anteriormente comprovado que este possui a 
capacidade de reconhecer e isolar a isoforma sc do DNA plasmídico a partir de amostras pré-
purificadas [77] e de lisados [62]. 
O aminoácido L-histidina apresenta um papel versátil na purificação de DNA plasmídico, uma 
vez que possui um anel imidazol responsivo ao pH que altera a sua hidrofobicidade e densidade 
de carga. Assim, o pH influencia o reconhecimento do DNA plasmídico devido à presença deste 
grupo ionizável que apresenta um pKa = 6,5 [78]. Primeiramente, foram avaliados os tempos 
de retenção de cada biomolécula isolada, nomeadamente PP-p53, mcDNA-p53 e RNA, aplicando 
um gradiente linear desde 3 M a 0 M de (NH4)2SO4 durante 40 minutos (caudal de 1 mL/min e 
injeção de 100 µL de amostra), para avaliar a influência do tampão a pH 5,0 e pH 8,0. Os 
resultados estão representados na Tabela 9.  
Tabela 9: Tempos de retenção de cada biomolécula isolada no monolito de L-histidina. 
 
Tempos de retenção (min) 
pH 5,0 pH 8,0 
PP-p53 14,15 8,26 
mcDNA-p53 8,05 7,80 
RNA 10,86 9,46 
 
 
Através da Tabela 9 podemos verificar que o mcDNA-p53 é o ácido nucleico com menor tempo 
de retenção tanto a pH 5,0 como a pH 8,0. Verifica-se também que nos ensaios a pH 8,0, os 
tempos de retenção das diferentes espécies são muito mais próximos quando comparados com 
os tempos de retenção dos ensaios a pH 5,0. Estes resultados sugerem que existe um aumento 
da seletividade quando se utiliza um pH acídico, provavelmente devido ao anel imidazol deste 
ligando se encontrar carregado positivamente a pH 5,0. Nestas condições, o mecanismo de 
ligação entre o ligando L-histidina e os diversos ácidos nucleicos envolve não só interações 
hidrofóbicas devido à presença de sulfato de amónio, como também interações electroestáticas 
e interações catião-π entre o aminoácido carregado positivamente e os grupos fosfato ou os 
anéis aromáticos das bases dos ácidos nucleicos, respetivamente [78].  
Assim, como os tempos de retenção das impurezas (PP-p53 e RNA) a pH 5,0 são mais distantes 
do tempo de retenção do mcDNA-p53, torna-se mais promissor explorar uma estratégia de 
purificação mantendo o pH 5,0 dos tampões cromatográficos.  
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Inicialmente foram preparadas amostras pré-purificadas contendo somente PP-p53 e mcDNA-
p53, para realizar um screening das concentrações de sulfato de amónio na etapa de ligação e 
avaliar até quando existiria interação destas duas biomoléculas com o monolito modificado com 
L-histidina, e qual seria a primeira a eluir. Deste modo, o monolito foi equilibrado a 1 mL/min 
com diferentes percentagens da solução de equilíbrio 3 M (NH4)2SO4 em 10 mM citrato-EDTA (pH 
5,0), injetando posteriormente 100 µL de amostra pré-purificada com a força iónica 
devidamente ajustada. O passo de eluição foi sempre realizado com a diminuição da força 
iónica para 0 M (NH4)2SO4 em 10 mM citrato-EDTA (pH 5,0). As frações cromatográficas foram 
recolhidas e analisadas em gel de agarose 0,8% (Figura 18 e Tabela 10). 
 
Figura 18: Eletroforeses em gel de agarose dos picos cromatográficos obtidos nos ensaios de screening, 
utilizando um gradiente decrescente com dois passos, começando com variação da percentagem de 100%-
70% do tampão de ligação com 3 M (NH4)2SO4 e mantendo a eluição a 0 M (NH4)2SO4.  
 
Tabela 10: Comparação entre a presença de PP-p53 e mcDNA-p53 no 1º pico cromatográfico, de acordo 
com as diferentes percentagens de equilíbrio testadas. Os símbolos representam a ausência (-) e a 
presença (+) da biomolécula indicada.  
 100% 95% 90% 85% 80% 75% 70% 
PP-p53 ̶ ̶ ̶ ̶ + + + + + + 
mcDNA-p53 ̶ ̶ ̶ + + + + + + + + + 
 
 
Pela análise simultânea da Figura 18 e da Tabela 10, verifica-se que nos ensaios com equilíbrio 
até 90% todas as moléculas ficam retidas após injeção. Com equilíbrio a 85%, alguma quantidade 
de mcDNA-p53 que não interage com a coluna é obtida no passo de ligação. No ensaio realizado 
a 80% começa a haver eluição tanto de mcDNA-p53 como de PP-p53 no passo de ligação, sendo 
que no ensaio a 70% quase não existe retenção das biomoléculas na coluna.   
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Através destes ensaios cromatográficos, continua a verificar-se a tendência do mcDNA-p53 em 
eluir primeiro que o PP-p53, o que está de acordo com os tempos de retenção anteriormente 
avaliados. Para além disto, a ordem de eluição das espécies depende da densidade de carga e 
do tamanho das biomoléculas [69]. Deste modo, a sequência de eluição descrita nestas 
estratégias de purificação também vai de encontro com este princípio, uma vez que o mcDNA-
p53 elui primeiro que o PP-p53, o que pode ser justificado pelo tamanho e a carga que estas 
biomoléculas apresentam. De facto, o mcDNA-p53 possui um tamanho molecular inferior, 
apresentando menor número global de cargas negativas e, consequentemente, menor número 
de pontos de interação com a coluna monolítica. 
De seguida, realizou-se um screening entre as concentrações de 85% e 80%, o intervalo que 
apresentou potencial para a separação de PP-p53 e mcDNA-p53 (Figura 19). 
 
Figura 19: Eletroforeses em gel de agarose dos picos cromatográficos obtidos nos ensaios de screening, 
utilizando um gradiente decrescente com dois passos, começando com variação da percentagem de 83%-
81% do tampão de ligação com 3 M (NH4)2SO4 e mantendo a eluição a 0 M (NH4)2SO4. A seta a verde 
representa a melhor condição encontrada. 
 
Através da análise da Figura 19 podemos inferir que a concentração de equilíbrio de 81% 
permitiu isolar maior quantidade de mcDNA-p53, praticamente sem contaminação de PP-p53. 
Concentrações de ligação inferiores a 81% poderão aumentar a quantidade de mcDNA-p53, mas 
também comprometer a sua pureza. Contudo, a recuperação de mcDNA-p53 no ensaio de 81% 
não é muito satisfatória, uma vez que a maioria fica retida na coluna e sofre co-eluição com o 
PP-p53 no 2º pico cromatográfico, sendo necessário explorar outras estratégias de purificação.  
Continuando a utilizar amostras pré-purificadas de PP-p53 e mcDNA-p53, foi avaliada a 
influência da ligação efetiva da amostra a 100% e posterior separação das espécies em dois 
passos de eluição. Isto é, o objetivo consiste em tentar reter todas as biomoléculas no passo de 
ligação, eluir o mcDNA-p53 por diminuição ligeira da força iónica e, por último, eluir o PP-p53 
novamente por diminuição da força iónica. Nestes ensaios, o monolito foi sempre equilibrado 
com 100% de solução 3 M (NH4)2SO4 em 10 mM citrato-EDTA (pH 5,0), injetando posteriormente 
100 µL de amostra pré-purificada com a força iónica ajustada. Após a etapa de ligação a 100%, 
explorou-se a diminuição da força iónica para uma percentagem intermediária até se verificar 
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eluição da biomolécula de interesse, e por último, realizou-se a eluição total diminuindo a força 
iónica para 0 M (NH4)2SO4. As frações foram recolhidas e analisadas em gel de agarose 0,8% 
(Figura 20). 
 
Figura 20: Eletroforeses em gel de agarose dos picos cromatográficos, utilizando um gradiente decrescente 
com três passos (3 M (NH4)2SO4 - concentração intermediária – 0 M (NH4)2SO4). A seta a verde representa a 
melhor condição encontrada. 
 
A primeira percentagem intermediária selecionada para o passo de eluição foi de 81%, uma vez 
que foi esta condição que permitiu obter os melhores resultados na estratégia anterior sem 
ligação efetiva. Os resultados representados na Figura 20 mostram que 81% não é suficiente 
para promover eluição do mcDNA-p53, ficando maior parte retido e sendo somente eluído com 
0% de sulfato de amónio. Desta forma, é possível verificar que existem alterações do perfil 
cromatográfico em comparação com o ensaio em que o equilíbrio é realizado com 81%. Estes 
resultados sugerem que é promovida uma interação mais forte entre as biomoléculas e a coluna 
quando é realizada uma ligação efetiva a 100%, sendo necessárias condições mais drásticas 
(diminuir mais a força iónica) para enfraquecer as interações que foram estabelecidas e obter 
a eluição pretendida. Neste caso, pode concluir-se que 73% mostrou ser a percentagem 
intermediária adequada para recuperar o mcDNA-p53 sem comprometer a sua pureza. A 
estratégia de realizar o equilíbrio a 100% parece melhorar a recuperação do mcDNA-p53 em 
relação aos ensaios anteriores de ligação não-efetiva, no entanto esta ainda não é satisfatória, 
eluindo uma grande quantidade de mcDNA-p53 no último passo cromatográfico.  
De modo a tentar melhorar a separação entre PP-p53 e mcDNA-p53, foi realizado um ensaio 
com o objetivo de adicionar o efeito da manipulação do pH ao efeito da força iónica. Assim, o 
monolito foi equilibrado com 100% de solução 3 M (NH4)2SO4, 10mM citrato-EDTA (pH 5,0), 
injetando posteriormente 100 µL de amostra pré-purificada com a força iónica acertada. Após 
a etapa de equilíbrio, estabeleceu-se um gradiente linear durante 10 minutos, diminuindo a 
força iónica até 73% de solução 3 M (NH4)2SO4 em 10mM Tris-EDTA (pH 8,0). Por último, realizou-
se a eluição das restantes biomoléculas com a diminuição da força iónica para 0 M (NH4)2SO4 
em 10 mM Tris-EDTA (pH 8,0). As frações cromatográficas foram recolhidas e analisadas em gel 
de agarose 0,8% (Figura 21). 
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Figura 21: Perfil cromatográfico do equilíbrio com 100% de solução 3 M (NH4)2SO4 em 10 mM citrato-EDTA 
(pH 5,0) (1), gradiente linear durante 10 minutos até 73% de solução 3 M (NH4)2SO4 em 10 mM Tris-EDTA 
(pH 8,0) (2) e eluição das restantes biomoléculas com 0 M (NH4)2SO4 em 10 mM Tris-EDTA (pH 8,0) (3). 
Encontra-se também representada a respetiva eletroforese em gel de agarose: A – Amostra pré-purificada; 
1,2,3 – Respetivos picos cromatográficos.        
            
Pelos resultados apresentados na Figura 21, é possível verificar que ao aumentar o pH de 5,0 
para 8,0 juntamente com a diminuição da força iónica, obteve-se uma recuperação de mcDNA-
p53 no 2º pico superior relativamente ao ensaio anterior sem mudança de pH, no entanto 
também existe uma maior contaminação com PP-p53. Tal como era esperado, o aumento do 
pH enfraqueceu as interações e, consequentemente, diminuiu a retenção do mcDNA-p53, no 
entanto essa influência também se refletiu no PP-p53. Este comportamento pode ser explicado 
pelo facto de ambas as moléculas de PP-p53 e mcDNA-p53 serem muito semelhantes em termos 
de tamanho e topologia molecular [79]. 
Posteriormente, foi realizada uma comparação entre a coluna monolítica (volume de coluna = 
0,1 mL) e uma coluna convencional de L-histidina-agarose (volume de coluna = 2 mL). Estes 
ensaios tiveram como objetivo analisar se existiria alguma influência da forma estrutural da 
matriz, assim como se existiria alguma influência do tamanho da coluna, que pudesse ajudar 
na separação. De modo a realizar esta comparação, foram repetidos os ensaios de equilíbrio a 
100%, diminuição da força iónica para 73% ou para 70%, e eluição das restantes biomoléculas 
com 0% na coluna convencional (caudal de 1 mL/min e injeção de 100 µL de amostra). As frações 
foram recolhidas e analisadas em gel de agarose 0,8% (Figura 22).  
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Figura 22: Eletroforeses em gel de agarose dos picos cromatográficos, utilizando uma coluna convencional 
de L-histidina-agarose. Equilíbrio realizado com 100% de solução 3 M (NH4)2SO4 em 10 mM citrato-EDTA 
(pH 5,0), passo de concentração intermediária (73% ou 70%) e eluição das restantes biomoléculas com 0 
M (NH4)2SO4 em 10 mM citrato-EDTA (pH 5,0). 
 
Através da Figura 22 verifica-se que o comportamento da coluna convencional é muito idêntico 
ao do suporte monolítico, havendo tendência para co-eluição do mcDNA-p53 e PP-p53 nas 
mesmas condições de força iónica. Este comportamento pode ser uma vez mais relacionado 
com o facto de o PP-p53 e o mcDNA-p53 serem muito semelhantes em termos de tamanho e 
conteúdo de bases [79]. Além disso, utilizar uma coluna convencional onde a transferência de 
massa ocorre por difusão (ao contrário do monolito que ocorre por convenção) e com maior 
volume, não alterou o comportamento de separação entre as duas biomoléculas.  
 
Desta forma, voltou-se a usar o monolito de L-histidina para aplicar amostras complexas de 
lisado contendo PP-p53, mcDNA-p53 e RNA, de modo a perceber a influência da presença desta 
última biomolécula no processo de separação. A concentração total de ácidos nucleicos 
presente nas amostras injetadas foi de 2000 μg/mL (1º ensaio), 1500 μg/mL (2º ensaio) e 1000 
μg/mL (3º ensaio), como representado na Figura 23. 
 
 
Figura 23: Eletroforeses em gel de agarose dos picos cromatográficos obtidos nos três ensaios com 
amostras complexas de lisado, utilizando gradientes decrescentes por passos da solução 3 M (NH4)2SO4 
em 10 mM citrato-EDTA (pH 5,0). A - Amostra complexa de lisado; PP - Amostra de PP-p53. A seta a verde 
representa a melhor condição encontrada. 
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Através dos três ensaios representados na Figura 23, foi possível verificar que a concentração 
de amostra inicial que é injetada no sistema cromatográfico tem uma grande influência no 
perfil de eluição. Deste modo, no 1º ensaio verificou-se que parte da amostra injetada eluiu 
logo no flowthrough, durante o passo de ligação a 100%, sugerindo assim que foi excedida a 
capacidade de ligação da coluna monolítica (não havendo ligandos disponíveis para reter todas 
as moléculas presentes na amostra injetada) devido à amostra se encontrar muito concentrada 
[58]. No 2º ensaio observou-se que a diluição da amostra inicial diminuiu a quantidade de 
moléculas a eluírem durante o passo de ligação a 100%, sendo necessário diluir um pouco mais 
a amostra inicial. Por sua vez, no 3º ensaio verifica-se que todas as moléculas ficaram retidas 
durante a etapa de ligação a 100%. Deste modo, a concentração de 1000 μg/mL mostrou ser a 
mais indicada para ensaios cromatográficos utilizando amostras de lisado complexas (contendo 
RNA).  
Por outro lado, parece que existe uma pequena alteração do comportamento cromatográfico 
com a inclusão de RNA na amostra, dado que a molécula de interesse começa a eluir a 
concentrações de sulfato de amónio superiores (acima dos 80%) em comparação com os ensaios 
de amostras pré-purificadas. Este resultado sugere que a presença de RNA diminui a força de 
interação estabelecida entre o mcDNA-p53 e o monolito de L-histidina, sendo facilmente 
destabilizada por pequenas diminuições da força iónica. Estes resultados indicam que as 
interações estabelecidas com a coluna são mais fracas na amostra complexa quando 
comparadas com as interações estabelecidas utilizando amostras simples. 
Concluindo, a melhor estratégia de purificação encontrada foi utilizando o monolito modificado 
com L-histidina, e uma amostra complexa de lisado, realizando um passo de ligação de 100% de 
3 M (NH4)2SO4 em 10 mM citrato-EDTA (pH 5,0), seguido da diminuição da força iónica para 85%, 
78% e 0%. Esta estratégia permitiu recuperar grande parte da isoforma sc do mcDNA-p53 no 2º 
pico cromatográfico (85%), contendo apenas vestígios de PP-p53. Ainda assim, alguma 
quantidade considerável de mcDNA-p53 é perdida nos restantes picos. Estes resultados ainda 
não são totalmente satisfatórios para a aplicação do mcDNA-p53 em futuros estudos in vitro, 
sendo necessário encontrar novas estratégias de purificação.  
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4.1.2. Purificação do mcDNA-p53 através de cromatografia de filtração em gel 
 
Foi explorada outra estratégia de purificação do mcDNA-p53 através de cromatografia de 
filtração em gel, de modo a promover a separação do PP-p53, mcDNA-p53 e RNA, tendo em 
consideração as diferenças de tamanho molecular. Para isto, foi utilizada coluna Sephacryl S-
1000 SF (volume de coluna = 106 mL). O equilíbrio desta coluna foi promovido com uma solução 
10 mM Tris, 10 mM EDTA, 150 mM NaCl (pH 7,0) e o ensaio foi realizado com um caudal de 0,3 
mL/min, após a injeção de 2 mL de amostra de lisado proveniente da lise alcalina modificada. 
Foram recolhidas frações de 4 mL ao longo do tempo e estas foram analisadas em gel de agarose 
0,8% (Figura 24). 
 
 
Figura 24: Perfil cromatográfico da amostra de lisado injetada na coluna Sephacryl S-1000 SF e respetiva 
eletroforese em gel de agarose das frações recolhidas ao longo do tempo. M - Marcador de peso molecular; 
A- Amostra inicial de lisado. 
 
Através da Figura 24, podemos verificar que as moléculas eluem de acordo com o seu peso 
molecular, isto é, começam por eluir as moléculas de maior tamanho como o DNA genómico 
(principalmente na fração 2), de seguida o PP-p53 (maioritariamente nas frações 3 e 4), seguido 
do mcDNA-p53 (em maior quantidade nas frações 5 a 8), e por último o RNA (a partir da fração 
12). Esta estratégia de purificação apresenta a vantagem de permitir uma separação efetiva 
entre o RNA e as restantes biomoléculas, para além de promover a remoção do sal das amostras. 
Por último, foram selecionadas as frações que possuíam maior quantidade de mcDNA-p53 e 
menor quantidade de PP-p53 (6 à 9), para posteriormente avaliar o grau de pureza relativa e, 




4.1.3. Análise das amostras purificadas – Densitometria de bandas 
Com o objetivo de selecionar as amostras a serem utilizadas nos estudos in vitro, obtidas pelas 
estratégias cromatográficas de afinidade e filtração em gel, foi avaliada a pureza relativa por 
densitometria de bandas. Na Figura 25 encontram-se representadas as eletroforeses em gel de 
agarose de frações de mcDNA-p53 purificadas através de cromatografia de afinidade (A) e 
através de cromatografia de exclusão molecular (B). Encontram-se também representados os 
respetivos picos gaussianos obtidos por densitometria de bandas com o software ImageJ. 
 
Figura 25: Eletroforeses em gel de agarose de frações purificadas de mcDNA-p53 e respetivos picos 
gaussianos obtidos por densitometria de bandas. Resultados correspondentes a frações purificadas através 
de cromatografia de afinidade (A) e através de cromatografia de filtração em gel (B). 
 
Através da densitometria de bandas podemos avaliar a pureza relativa entre as amostras, 
comparando a razão existente entre PP-p53 e mcDNA-p53. A fração purificada através de 
cromatografia de afinidade corresponde ao 2º pico cromatográfico obtido com o monolito de L-
histidina, através do ensaio com a etapa de ligação a 100% de 3 M (NH4)2SO4 em 10 mM citrato-
EDTA (pH 5,0), seguido da diminuição da força iónica para 85%, 78% e 0%. A fração purificada 
através de cromatografia de filtração em gel corresponde à Fração 7 do ensaio com a coluna 
Sephacryl S-1000 SF, equilibrada com 10 mM Tris, 10 mM EDTA, 150 mM NaCl (pH 7,0).  
Através da Figura 25 podemos verificar que a fração purificada por cromatografia de afinidade 
apresenta uma percentagem relativa de 4,44% de PP-p53 e 95,56% de mcDNA-p53. Por outro 
lado, a fração recuperada por cromatografia de filtração em gel apresenta uma percentagem 
relativa de 2,31% de PP-p53 e 97,69% de mcDNA-p53. Através destes resultados podemos inferir 
que a amostra B possui menor contaminação por PP-p53, apesar de o grau de pureza relativa 
entre as duas frações purificadas não ser muito diferente. No entanto, a coluna de filtração em 
gel permite aplicar e recuperar maior quantidade de mcDNA-p53 por cada ensaio 
cromatográfico, assim como também garantimos que não há presença de RNA na amostra. Deste 
modo, as frações purificadas através de cromatografia de filtração em gel foram utilizadas em 
todos os estudos de transfecção in vitro que se seguem. 
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4.2. Estudos de transfecção in vitro 
A aplicação de um biofármaco que restabeleça os níveis de proteína p53 pode ser uma potencial 
vertente de terapia génica para o tratamento do cancro do colo do útero. Para a terapia génica 
ser bem-sucedida, é necessário que exista uma entrega eficaz da nova informação genética às 
células cancerígenas do colo do útero, com o objetivo de restaurar os processos celulares 
normais.  
Deste modo, os estudos de transfecção in vitro com células HeLa foram realizados através da 
utilização dos vetores PP-p53 e mcDNA-p53, pré-purificados através de um kit comercial e uma 
coluna cromatográfica de filtração em gel, respetivamente. Estes tiveram como objetivo 
verificar a internalização celular e avaliar a eficiência de transfecção destes vetores. Para além 
disto, foi confirmada a transcrição do gene de interesse e detetada a tradução na respetiva 
proteína alvo, assim como foi realizada a sua quantificação. Por último, de modo a avaliar a 
ação terapêutica do gene supressor de tumor p53 codificado nestes vetores, foram realizados 
ensaios de proliferação celular, citotoxicidade e apoptose. 
 
4.2.1. Internalização celular - Live Cell Imaging 
Foi realizada a aquisição de imagens em tempo real, de modo a acompanhar a entrada dos 
vetores de DNA marcados com FITC no núcleo de células HeLa. Este método teve como objetivo 
verificar a internalização celular dos dois vetores de DNA, ou seja, verificar se estes possuíam 
a capacidade de atravessar a membrana celular e entrar no núcleo, onde o gene codificado no 
DNA plasmídico pode ser corretamente transcrito. A Figura 26 representa a vista ortogonal de 
imagens de fluorescência obtidas através de células HeLa transfectadas com PP-p53 e mcDNA-
p53 marcados com FITC.  
 
 
Figura 26: Vista ortogonal de células HeLa transfectadas com os dois vetores de DNA marcados com FITC. 
(A) Células transfectadas com PP-p53; (B) Células transfectadas com mcDNA-p53. O núcleo das células 
está representado a azul e os vetores de DNA marcados com FITC estão representados a verde. 
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Pelos resultados apresentados na Figura 26, pode verificar-se que ambos os vetores marcados 
com FITC (verde) foram capazes de atravessar a membrana celular e entrar no núcleo (azul). 
Além disso, com o decorrer do tempo, foi possível verificar que o mcDNA-p53 conseguiu entrar 
no núcleo da primeira célula (presente no campo de focagem escolhido) após 60 minutos do 
início da transfecção, enquanto que o PP-p53 só conseguiu entrar após 100 minutos do início 
da transfecção.  
É possível inferir que as células foram transfectadas com sucesso com ambos os vetores, mas 
os resultados sugerem que o mcDNA-p53 apresenta maior eficiência de transfecção quando 
comparado com o PP-p53. Este comportamento ocorre provavelmente devido ao facto de o 
mcDNA-p53 apresentar um tamanho mais reduzido, facilitando a sua passagem pela membrana 
celular e a entrada no núcleo das células. Estes resultados estão de acordo com as vantagens 
apresentadas para o vetor de mcDNA [67].  
Em estudos anteriores nos quais também foram utilizados vetores de mcDNA, foi demonstrado 
que a remoção das sequências bacterianas, com a consequente diminuição do tamanho do 
vetor, tem um impacto significante no aumento da eficiência de transfecção. Nestes estudos 
foram realizadas comparações diretas entre o vetor de PP e o seu correspondente mcDNA [80] 
e comparações entre moléculas de DNA circular com diferentes tamanhos [81]. Todas estas 
evidências estão de acordo com o facto de que o tamanho do vetor de DNA plasmídico modula 
a eficiência de transfecção, estando estes parâmetros inversamente relacionados [82, 83]. 
 
 
4.2.2. Eficiência de transfecção – Microscopia de Fluorescência  
Para comparar a eficiência de transfecção entre PP-p53 e mcDNA-p53, foram realizados estudos 
com diferentes end-points de transfecção. Para tal, os vetores foram novamente marcados com 
FITC e foram adquiridas imagens de células não-transfectadas (controlo) e células transfectadas 
durante 1, 2 e 6 horas (Figura 27). Foi também realizada a representação gráfica destes 




Figura 27: Imagens de microscopia confocal de células HeLa não-transfectadas (controlo) e transfectadas 
com os vetores PP-p53 e mcDNA-p53 durante 1, 2 e 6 horas. O núcleo das células está representado a azul 
e o DNA plasmídico marcado com FITC está representado a verde. 
 
 
Figura 28: Intensidade de fluorescência média do FITC, a partir de imagens de microscopia confocal (n=3) 
de células HeLa não-transfectadas e transfectadas durante 1, 2 e 6 horas com os dois vetores marcados. 
A análise estatística dos resultados foi realizada com o teste two-way ANOVA. Encontram-se representadas 
as significâncias estatísticas (**** P < 0,0001). 
 
Através das imagens de fluorescência (Figura 27), verifica-se uma vez mais que ambos os 
vetores marcados com FITC (verde) foram capazes de atravessar a membrana celular e entrar 
no núcleo (azul), sendo possível inferir que as células HeLa foram transfectadas com sucesso. 
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longo do tempo. Isto indica que, tal como esperado, existe um aumento do número de células 
transfectadas com sucesso ao longo do tempo. Também é possível verificar que o mcDNA-p53 
apresenta uma maior intensidade de fluorescência média em comparação com o PP-p53, em 
todas as horas avaliadas. Mais uma vez, estes resultados corroboram com o estudo anterior de 
que o mcDNA-p53 é o vetor que apresenta maior eficiência de transfecção. 
 
4.2.3. Deteção de transcritos do gene p53 – RT-PCR 
A técnica de RT-PCR foi realizada com o objetivo de analisar os níveis de transcritos do gene 
p53, confirmando o sucesso da transcrição do gene de interesse transportado pelos vetores e, 
consequentemente, da eficiência de transfecção avaliada anteriormente. Após 24 horas de 
transfecção, as células HeLa não-transfectadas e transfectadas com PP-p53 e mcDNA-p53 foram 
submetidas à extração de RNA. Posteriormente, foi realizada a síntese de cDNA para a 
realização da técnica de RT-PCR. Os resultados foram analisados através de eletroforese em 
gel de agarose 1% (Figura 29). 
 
Figura 29: Eletroforese em gel de agarose dos produtos de RT-PCR para a deteção de transcritos do gene 
p53 em células HeLa, após 24 horas de transfecção. M – Marcador de peso molecular; (–) - Controlo 
Negativo; 1 - Células não-transfectadas; 2 – Células transfectadas com PP-p53; 3 – Células transfectadas 
com mcDNA-p53. 
  
Através da Figura 29 verifica-se que foram detetados transcritos do gene p53, após 24 horas de 
transfecção. As bandas presentes na eletroforese correspondem à amplificação de um 
fragmento de DNA com o tamanho molecular correto, 286 pb. Também se verificou que existe 
deteção de transcritos de p53 nas células não-transfectadas. Contudo, como estas células 
derivam de uma infeção por HPV de elevado risco, é esperado que a proteína p53 traduzida 
naturalmente seja marcada para degradação pela oncoproteína E6 e se encontre em níveis 
baixos ou praticamente inexistentes [84]. No entanto, os níveis de transcritos das células não-
transfectadas parecem muito inferiores quando comparados com as células transfectadas. 
Podemos também inferir que os níveis de transcritos de p53 parecem superiores nas células 
transfectadas com mcDNA-p53, quando comparadas com as células transfectadas com PP-p53. 
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Estes dados confirmam o sucesso da transcrição do gene de interesse transportado pelos vetores 
utilizados, e o maior nível de transcritos pode estar relacionado também com eficiência de 
transfecção ter sido superior com o vetor de mcDNA-p53. 
 
4.2.4. Deteção da proteína p53 - Western Blot 
Após transfecção transiente, é importante avaliar não só a eficiência de internalização celular 
do vetor e chegada ao núcleo, mas também a transcrição do gene transportado pelo vetor de 
DNA no respetivo transcrito, e consequente tradução do transcrito na proteína alvo. Por vezes 
pode ocorrer algum problema no processo de tradução e um elevado número de transcritos 
pode não representar um elevado número de proteínas. Por outro lado, o aumento da expressão 
de uma determinada proteína permite confirmar indiretamente o sucesso da transfecção do 
vetor e transcrição do gene específico. Deste modo, a técnica de Western Blot foi realizada 
com o objetivo de detetar e comparar a expressão da proteína p53, no sentido de avaliar a 
eficiência de transfecção e verificar se os transcritos detetados anteriormente estariam a ser 
corretamente traduzidos. Como os transcritos de p53 tinham sido detetados após 24 horas de 
transfecção, avaliou-se a expressão da respetiva proteína em horas posteriores. Assim, após 36 
e 48 horas de transfecção, as células HeLa não-transfectadas e transfectadas foram submetidas 
à extração de proteína, para posteriormente se realizar a técnica de Western Blot (Figura 30). 
 
Figura 30: Western Blot para deteção da proteína p53 e normalização com a proteína housekeeping β-
actina. Após 36 e 48 horas de transfecção: 1,4 - Células não-transfectadas; 2,5 - Células transfectadas 
com PP-p53; 3,6 - Células transfectadas com mcDNA-p53. 
 
Através da Figura 30 podemos analisar que praticamente não existe expressão da proteína p53 
em células não-transfectadas (linhas 1 e 4), confirmando a ideia referida anteriormente de que 
embora existam transcritos do gene p53, o nível da proteína é praticamente inexistente, uma 
vez que a proteína expressa em células infetadas por HPV de elevado risco é marcada para 
degradação [84]. Por outro lado, tanto após 36 horas como após 48 horas de transfecção, 
verifica-se que a expressão da proteína p53 é maior em células transfectadas com mcDNA-p53 
(linhas 3 e 6) quando comparada com células transfectadas com PP-p53 (linhas 2 e 5), o que 
está de acordo com os resultados obtidos para a eficiência de transfecção e deteção do 
transcrito.  
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Após confirmar a expressão da proteína p53 nas células transfectadas, realizou-se a 
normalização dos resultados com uma proteína housekeeping, nomeadamente a β-actina. Como 
esta proteína está envolvida em funções de manutenção celular, encontra-se presente em todas 
as células humanas e em níveis relativamente constantes [85, 86]. Verificou-se que a expressão 
da β-actina é relativamente igual em todas as células, pelo que podemos confirmar e validar 
as diferenças entre a expressão da proteína p53 entre as células não-transfectadas e 
transfectadas. 
Resultados semelhantes foram anteriormente demonstrados. Por exemplo, foi promovido o 
aumento da expressão da proteína p53 em células HeLa através da transfecção mediada pelo 
vetor pcDNA3-FLAG-p53 encapsulado em nanopartículas fluorescentes [87], assim como através 
da transfecção mediada pelo vetor p53-GFP-C3 transportado por um lipossoma catiónico 
baseado em colesterol [88].  
 
4.2.5. Quantificação da proteína p53 – ensaio ELISA 
Uma vez que foi possível detetar a expressão da proteína p53 através da técnica de Western 
Blot, foi realizado o ensaio ELISA com o intuito de quantificar esta mesma proteína e confirmar 
as diferenças observadas na intensidade de bandas da proteína expressa pelos dois vetores. 
Para tal, foram utilizadas amostras de proteína extraída de células HeLa não-transfectadas e 
transfectadas com os vetores PP-p53 e mcDNA-p53, após 36 horas de transfecção (Tabela 11 e 
Figura 31).  
Tabela 11: Concentrações de proteína p53 (U/mL) em células HeLa não-transfectadas e transfectadas com 
os vetores PP-p53 e mcDNA-p53, após 36 horas de transfecção, obtidas através do ensaio ELISA. Os valores 




 Concentração de proteína p53 (U/mL) 
Células não-transfectadas (controlo) 1,83 ± 0,85 
Células transfectadas com PP-p53 74,75 ± 4,44 
Células transfectadas com mcDNA-p53 91,65 ± 2,82 
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Figura 31: Concentrações de proteína p53 (U/mL) em células controlo e células transfectadas com os 
vetores PP-p53 e mcDNA-p53, após 36 horas de transfecção. Os ensaios foram realizados com um n = 4 e 
a análise estatística foi realizada com o teste one-way ANOVA. Encontram-se representadas as 
significâncias estatísticas (*** P < 0,001; **** P < 0,0001).   
 
Através da análise da Tabela 11 podemos verificar que os níveis de proteína p53 encontrados 
em células transfectadas são bastante superiores quando comparados com as células controlo 
(1,83 ± 0,85 U/mL). Também é importante salientar que a concentração encontrada para 
células transfectadas com mcDNA-p53 (91,65 ± 2,82 U/mL) é significativamente superior à 
concentração encontrada para células transfectadas com PP-p53 (74,75 ± 4,44 U/mL).  
Os resultados apresentados na Figura 31 comprovam as tendências observadas anteriormente 
nos resultados de Western Blot, uma vez que o nível de proteína expressa com o vetor de 
mcDNA-p53 é significativamente superior ao obtido com o vetor de PP-p53. Além disso, também 
concorda com o facto de que o vetor que permite maior eficiência de transfecção, também vai 
dar origem a um maior número de transcritos e da respetiva proteína alvo. 
 
4.2.6. Ensaio de proliferação celular 
Através dos resultados obtidos anteriormente foi possível verificar que a transfecção com os 
vetores PP-p53 e mcDNA-p53 induz o aumento dos níveis de proteína p53 em células 
cancerígenas derivadas de infeção por HPV de elevado risco. Sabe-se que esta proteína 
supressora de tumor possui a capacidade de induzir a paragem do ciclo celular e/ou a morte 
celular programada (apoptose), prevenindo o desenvolvimento de tumores [89]. Deste modo, 
foi realizado um ensaio de proliferação celular com o intuito de avaliar o efeito terapêutico 
induzido pela transfecção de células cancerígenas HeLa com ambos os vetores que codificam 
para a proteína p53, tendo-se realizado a contagem do número de células viáveis ao longo de 
24, 36, 48 e 72 horas de transfecção com os vetores PP-p53 e mcDNA-p53 (Figura 32). 
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Figura 32: Ensaio de proliferação com células HeLa transfectadas com os vetores PP-p53 e mcDNA-p53 
durante 24, 36, 48 e 72 horas, em comparação com células não-transfectadas (controlo). Os ensaios foram 
realizados com um n = 3 e a análise estatística foi realizada com o teste two-way ANOVA. Os resultados 
apresentam uma significância estatística de P < 0,0001 (****) em relação ao controlo. 
 
Na Figura 32 encontra-se a representação gráfica do número de células viáveis ao longo do 
tempo. Após 24 e 36 horas de transfecção, é possível verificar que praticamente não existem 
diferenças no número de células viáveis entre os dois vetores. Por outro lado, após 48 horas de 
transfecção verifica-se uma ligeira diferença entre os dois vetores, com o mcDNA-p53 a inibir 
a proliferação mais acentuadamente que o PP-p53. Deste modo, o vetor de mcDNA-p53 
apresenta uma maior eficiência em suprimir a proliferação celular, o que está de acordo com 
os resultados descritos anteriormente, uma vez que este vetor também apresentava maiores 
níveis de proteína p53, após 48 horas de transfecção. Apesar das diferenças entre os vetores 
não serem muito significativas, ambos conseguem inibir significativamente a proliferação 
celular ao longo do tempo, o que é possível verificar comparando com o número de células 
viáveis das células controlo.  
Este efeito inibitório é semelhante ao demonstrado noutro estudo, em que também foi 
realizada a contagem do número de células HeLa ao longo do tempo (8 dias), após transfecção 
com um vetor de DNA plasmídico que codifica para o gene p53 (pcDNA3-FLAG-p53) [87]. 
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4.2.7. Avaliação da citotoxicidade celular – Ensaio com resazurina 
A citotoxicidade dos vetores PP-p53 e mcDNA-p53 foi avaliada através do ensaio com resazurina. 
Deste modo, células HeLa foram utilizadas como modelo de células cancerígenas e Fibroblastos 
foram utilizados com modelo de células não cancerígenas. As transfecções com os vetores PP-
p53 e mcDNA-p53 foram realizadas durante 24, 36, 48 e 72 horas. Os resultados da viabilidade 
celular apresentados na Figura 33 foram calculados em relação ao controlo negativo (células 
não-transfectadas) estabelecido para 100%. 
 
Figura 33: Percentagens de viabilidade celular em relação ao controlo negativo (células não-transfectadas) 
em células HeLa (A) e em Fibroblastos (B), após transfecções com os vetores PP-p53 e mcDNA-p53 durante 
24, 36, 48 e 72 horas. Os ensaios foram realizados com um n = 4 e a análise estatística foi realizada com 
o teste two-way ANOVA. Encontram-se representadas as significâncias estatísticas (* P < 0,05; ** P < 0,01; 
*** P < 0,001; SS – sem significância).   
 63 
Através dos resultados representados na Figura 33 é possível verificar que existe uma 
diminuição da viabilidade de células HeLa (cancerígenas) ao longo do tempo, após transfecção 
com ambos os vetores. No entanto, após 48 e 72 horas de transfecção é quando começa a haver 
uma diferença significativa entre estes vetores e o controlo negativo. Após 48 horas, o PP-p53 
e o mcDA-p53 apresentam uma diminuição da viabilidade celular em cerca de 57% e 52%, 
respetivamente, sendo que após 72 horas os valores diminuem para 53% e 42%, respetivamente. 
Estes resultados estão de acordo com o estudo de proliferação celular. Mais uma vez, o mcDNA-
p53 apresenta um efeito mais acentuado em comparação com o PP-p53. 
Os resultados da viabilidade celular obtidos com Fibroblastos são particularmente importantes, 
uma vez que indicam que os vetores utilizados não causam efeitos citotóxicos, pois os valores 
de viabilidade celular não sofrem alterações significantes ao longo de todas as horas avaliadas, 
sendo todos superiores a 82%. A diferença observada entre os dois vetores pode estar 
relacionada com o processo de purificação aplicado em cada situação, sugerindo que o vetor 
de mcDNA-p53 apresenta menor conteúdo de impurezas que se reflete numa maior viabilidade 
celular. Além disso, comparando os resultados obtidos nos dois tipos de células, é possível 
constatar que a citotoxicidade observada em células cancerígenas se deve maioritariamente ao 
efeito terapêutico do gene p53 presente nos vetores, nomeadamente com indução da apoptose, 
e não devido à toxicidade induzida pelos vetores propriamente ditos  [90, 91]. 
 
 
4.2.8. Avaliação da indução de apoptose - Kit de apoptose 
A avaliação da indução de apoptose foi realizada através do kit HT TiterTACSTM, com o intuito 
de analisar se os níveis aumentados de proteína p53, avaliados anteriormente, induziriam a 
morte celular programada. Os resultados foram analisados através da leitura da absorvância a 
450 nm, com células tratadas com uma solução-padrão de endonucleases fornecida pelo kit 
(controlo +), células não-transfectadas (controlo -) e células transfectadas com os vetores PP-
p53 e mcDNA-p53, após 48 horas de transfecção, como representado na Figura 34. 
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Figura 34: Avaliação da indução da apoptose, após 48 horas de transfecção com os vetores PP-p53 e 
mcDNA-p53. Os ensaios foram realizados com um n = 4 e a análise estatística foi realizada com o teste 
one-way ANOVA. Encontram-se representadas as significâncias estatísticas (** P < 0,01; SS – sem 
significância). 
 
Na Figura 34 encontra-se representada a absorvância a 450 nm para cada um dos grupos 
avaliados. Em primeiro lugar, é importante referir que o processo de apoptose foi avaliado 
através da deteção da fragmentação do DNA celular, que ocorre devido à ativação de 
endonucleases. O kit utilizado permitiu a deteção de células apoptóticas através da marcação 
de fragmentos de DNA. Esta marcação foi realizada pela enzima TdT que promove a 
incorporação de nucleótidos modificados nas extremidades 3’ dos fragmentos de DNA, sendo 
que estes nucleótidos foram detetados através de um sistema de HRP-estreptavidina e um 
substrato específico. Deste modo, o aumento da absorvância traduz-se no aumento da 
fragmentação celular, e consequentemente, no aumento da indução da apoptose.  
Neste ensaio, o controlo positivo foi tratado com uma solução-padrão de endonucleases 
fornecido pelo kit, de modo a provocar fragmentações de DNA em todas as células. Este controlo 
permite confirmar que a reação colorimétrica foi bem-sucedida. As leituras de absorvância do 
controlo positivo também fornecem um valor máximo, pelo que é esperado que todos os valores 
experimentais obtidos tenham valores de absorvância inferiores. Por outro lado, o controlo 
negativo consistiu em células não-transfectadas, sendo expectável obter valores baixos de 
absorvância. 
Através deste ensaio foi possível verificar que ambos os vetores induzem a apoptose celular, 
após 48 horas de transfecção, uma vez que existe um aumento da absorvância relativamente 
ao controlo negativo. No entanto, é de realçar que as células transfectadas com mcDNA-p53 
apresentam um aumento significativo da apoptose em relação às células não-transfectadas, 
enquanto que com o PP-p53 o aumento não é tão significativo. Estes resultados confirmam que 























































Após 48 horas de transfecção já se tinha verificado um aumento considerável dos níveis de 
proteína p53 com ambos os vetores por Western Blot, assim como uma diminuição da viabilidade 
celular, o que está de acordo e explica esta indução da apoptose das células cancerígenas.  
Resultados semelhantes foram observados anteriormente. Um estudo demonstrou pelo método 
MTT que células HeLa transfectadas com o plasmídeo pcDNA3–FLAG–p53 encapsulado em 
microgéis apresentam uma diminuição da viabilidade celular [90]. Outro estudo também 
confirmou que os níveis aumentados de proteína p53 induzem a morte celular programada em 
células HeLa, transfectadas com o plasmídeo pcDNA3–FLAG–p53, utilizando um kit de apoptose 
baseado em Anexina V-FITC/Iodeto de Propídio (PI) [91]. 
 
4.3. Construção do DNA minicircular multigénico 
Numa segunda vertente deste trabalho de mestrado, foi realizada a construção de um vetor de 
mcDNA multigénico, com clonagem de dois genes terapêuticos no PP. Uma vez que já temos 
disponível o PP com o gene p53 clonado a seguir ao promotor MCV7, foi realizada clonagem 
para substituir o gene GFP pelo gene pri-miRNA-375 a seguir ao promotor EF1 (Figura 35), com 
o intuito restabelecer os níveis do supressor de tumor p53 e inibir a expressão das oncoproteínas 
E6 e E7 em células cancerígenas do colo do útero, respetivamente.  
 
Figura 35: Representação esquemática do vetor PP-p53 mutado e mapa de restrição das enzimas. 
 
A construção deste vetor visa uma potencial aplicação terapêutica mais rápida e eficaz no 
cancro do colo do útero, uma vez que este vetor multigénico permite dois mecanismos de ação 
anticancerígena que se complementam. 
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4.3.1. Plasmídeos e enzimas de restrição utilizados 
Para a clonagem de um novo vetor de mcDNA multigénico, primeiramente foi importante 
selecionar enzimas de restrição que reconhecessem apenas um local de restrição em toda a 
sequência do vetor de partida e no local correto (à frente do promotor EF1). Com este intuito, 
o vetor PP-p53 utilizado ao longo das estratégias de purificação e estudos de transfecção in 
vitro descritos anteriormente foi sujeito a mutagénese, de modo a que cumprisse estes 
critérios. Assim, foram incluídos os locais de restrição para as enzimas EcoRV e ScaI (enzimas 
pouco comuns, mas que não reconhecem qualquer outra sequência de DNA em todo o vetor).  
O vetor PP-p53 foi corretamente mutado pela empresa NZYTech, no sentido de criar os locais 
de reconhecimento para a enzima EcoRV imediatamente a seguir à sequência do promotor EF1 
e para a enzima ScaI no final da sequência da proteína GFP (ver relatório de sequenciação em 
anexo III). Desta forma, ao realizar digestão completa com as duas enzimas de restrição 
indicadas, é esperada a clivagem do gene GFP (originalmente presente no vetor de PP-p53), 
sendo possível clonar neste local o novo gene terapêutico de interesse (gene pri-miRNA-375). É 
também importante salientar que estas duas enzimas de restrição possuem a particularidade 
de originarem fragmentos de DNA com extremidades cegas, como representado na Figura 36. 
 
 
Figura 36: Sequências de reconhecimento das enzimas de restrição EcoRV e ScaI. 
 
Com o objetivo de realizar a clonagem e permitir a ligação do fragmento de interesse ao vetor 
de expressão, torna-se necessário utilizar as mesmas enzimas de restrição para clivar tanto o 
vetor de PP-p53 mutado como o fragmento pri-miRNA-375, no sentido de obter extremidades 
compatíveis. 
 
4.3.2. Amplificações e digestões do vetor e fragmento  
Para iniciar a construção do vetor multigénico, foi realizada a amplificação do PP-p53 mutado, 
através da fermentação bacteriana em E. coli ZYCY10P3S2T num orbital a 42ºC e com agitação 
de 250 rpm, até atingir uma DO600nm de aproximadamente 5. Para obter o fragmento de pri-
miRNA-375, foi também realizada a amplificação do vetor PP-pri-miRNA-375 (que contém o 
gene pri-miRNA-375 à frente do promotor CMV7), exatamente com as mesmas condições. 
Posteriormente, foi realizada a purificação destes dois vetores.  
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Em primeiro lugar, de modo a confirmar se as enzimas EcoRV e ScaI reconheceriam 
corretamente os locais de restrição presentes no vetor PP-p53 mutado, foram realizadas 
digestões sequenciais, uma vez que o tampão das enzimas era o mesmo (10X H Buffer). Cada 
reação enzimática foi incubada durante 1 hora a 37ºC, e os resultados foram analisados através 
de eletroforese em gel de agarose 0,6% (Figura 37).  
Figura 37: Eletroforese em gel de agarose 0,6% das digestões sequenciais. M – Marcador de peso molecular; 
PP – PP-p53 mutado (purificado e não digerido); 1 – Digestão com EcoRV; 2 – Digestão sequencial com 
EcoRV + ScaI; 3 – Digestão com ScaI; 4 – Digestão sequencial com ScaI + EcoRV.  
 
Através da Figura 37 parece que ocorreu linearização do vetor PP-p53 mutado quando este é 
digerido com a enzima EcoRV (linha 1) ou com a enzima ScaI (linha 3). No entanto, quando a 
digestão sequencial é realizada primeiramente com a enzima EcoRV e só depois com a enzima 
ScaI (linha 2), verifica-se que não existe uma diferença significativa de tamanho. Por outro 
lado, quando a primeira digestão é realizada com a enzima ScaI e só depois com a enzima EcoRV 
(linha 4), parece haver presença do fragmento de GFP, embora não seja muito evidente. Estes 
resultados sugerem que a enzima ScaI não realiza corretamente a sua digestão ou que tem 
alguma dificuldade em reconhecer o seu local de restrição quando o vetor já se encontra 
linearizado, pelo que as suas condições de atuação foram otimizadas, de acordo com algumas 
sugestões fornecidas no protocolo do fabricante. 
Assim, o protocolo sugeria adicionar BSA para uma concentração final de 0,01% nas misturas 
reacionais, aumentando a atividade relativa da enzima até 120% a 30 ºC e até 240% a 25 ºC, 
não apresentando influência a 37 ºC. A partir destas sugestões, foram realizados vários 
screenings das melhores condições para a enzima ScaI atuar (Figura 38). Em primeiro lugar, 
aumentou-se o tempo reacional a 37 ºC para 2 horas, não usando BSA porque não influencia a 
atividade da enzima a esta temperatura (linhas 1 e 2). Em todas as restantes reações foi 
utilizada BSA, porque foram realizadas a temperaturas de 30 ºC e 25 ºC. Assim, também foram 
testadas reações durante 2 horas a 30 ºC (linhas 3 e 4) e a 25 ºC (linhas 5, 6, 7 e 8). Em condições 
 68 
de digestão a 25 ºC, também foram testados volumes reacionais de 10 µL (linhas 5 e 6) e de 20 
µL (linhas 7 e 8). Como 25 ºC era a temperatura sugerida para aumentar mais acentuadamente 
a atividade relativa da enzima, também foram testadas digestões overnight com esta mesma 
temperatura (linhas 9 e 10). Todas as condições foram testadas com PP-p53 mutado (purificado) 
até 250 ng (linhas ímpares) e até 500 ng (linhas pares), como representado na Figura 38. 
 
Figura 38: Eletroforese em gel de agarose 0,6% das várias condições testadas para a enzima ScaI. M - 
Marcador de peso molecular; PP – PP-p53 mutado (purificado e não digerido); Linhas 1, 2 – Digestões 
durante 2 horas a 37 ºC; Linhas 3, 4 – Digestões durante 2 horas a 30 ºC com BSA; Linhas 5, 6, 7, 8 – 
Digestões durante 2 horas a 25 ºC com BSA; Linhas 9, 10 – Digestões overnight a 25 ºC com BSA. Todas as 
condições foram testadas até 250 ng (linhas ímpares) e até 500 ng (linhas pares). As setas a verde 
representam as melhores condições encontradas. 
 
Através da Figura 38 verifica-se que praticamente não existe linearização do vetor em condições 
de 37 ºC (linhas 1 e 2). Em condições de 30 ºC existe uma maior percentagem de linearização 
do vetor, no entanto não é satisfatória (linhas 3 e 4). Por outro lado, verifica-se uma melhoria 
acentuada da atuação da enzima quando a temperatura reacional é de 25 ºC (linhas 5, 6, 7, 8, 
9, e 10). Utilizando as mesmas condições, também é possível verificar que utilizando um volume 
reacional de 20 µL (linhas 7 e 8) em vez de 10 µL (linhas 5 e 6) favorece a linearização do vetor. 
Realizar a digestão overnight (linhas 9 e 10) não melhorou significativamente a linearização do 
vetor quando comparada com a digestão realizada durante 2 horas (linhas 7 e 8). Também é 
possível inferir que utilizando DNA até 250 ng aumenta a eficiência da enzima (linhas 7 e 9) 
quando comparado com a utilização de DNA até 500 ng (linhas 8 e 10).  
Depois de uma análise cuidadosa de todas estas condições, conclui-se que 25º C seria a 
temperatura ótima de atuação da enzima ScaI, durante 2 horas, utilizando BSA para uma 
concentração final de 0,01%, adicionando DNA até 250 ng e usando um volume reacional de 20 
µL (linha 7). Após selecionar estas condições, foi realizada uma nova digestão enzimática e os 
resultados foram analisados através de eletroforese em gel de agarose 0,6% (Figura 39). 
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Figura 39: Eletroforese em gel de agarose 0,6% da primeira digestão enzimática. M - Marcador de peso 
molecular; 1 – PP-p53 mutado (purificado e não digerido); 2 – Digestão com a enzima ScaI.  
 
Através da Figura 39, podemos verificar que ocorreu a linearização do PP-p53 mutado através 
da digestão com a enzima ScaI nas condições selecionadas (2), uma vez que existe uma 
diferença significativa na migração do vetor não digerido (1). O facto de o vetor ficar 
linearizado faz com que exista um retardamento na sua migração no gel de agarose em 
comparação com o vetor circular. Após a análise destes resultados, os produtos da primeira 
digestão foram purificados com um kit de purificação de produtos PCR, sendo posteriormente 
utilizados na segunda digestão enzimática com EcoRV, durante 2 horas a 37ºC. Os resultados 
foram novamente analisados através de eletroforese em gel de agarose 0,6% (Figura 40). 
 
Figura 40: Eletroforese em gel de agarose 0,6% da primeira e segunda digestão enzimática. M - Marcador 
de peso molecular; 1 – PP-p53 mutado (purificado e não digerido); 2 – Primeira digestão com a enzima 
ScaI; 3 – Segunda digestão com a enzima EcoRV. 
 
Os resultados apresentados na Figura 40 parecem demonstrar que ocorreu a segunda digestão 
do vetor de PP-p53 mutado pela enzima EcoRV, observando-se uma ligeira diminuição do 
tamanho do vetor (3) em comparação quando só digerido com a enzima ScaI (2). A banda que 
deverá corresponder ao fragmento GFP que sofreu clivagem a partir do PP-p53 mutado (com 
um tamanho de 771 pb) não é muito evidente, contudo prosseguiu-se com o processo de 
clonagem.  
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A partir destes resultados, a purificação dos produtos de digestão foi realizada através do gel 
de agarose, de forma a eliminar o fragmento de GFP e impedir a sua religação no processo de 
ligação em vez do fragmento de interesse. Para isto, foi necessário cortar o gel de agarose na 
zona com o vetor de DNA linear (digestão completa do PP-p53 mutado) e solubilizá-lo, de acordo 
com as instruções do kit de purificação. 
O passo seguinte consistiu na desfosforilação do vetor de PP-p53 mutado (completamente 
digerido e purificado), através da utilização da enzima fosfatase alcalina, uma vez que este 
processo poderia ajudar a prevenir a religação do vetor durante a etapa de clonagem. Após 
desfosforilação a 37 ºC durante 1 hora, a mistura reacional foi novamente purificada. 
Após produção e purificação do vetor de PP-pri-miRNA-375, foi realizada a técnica de PCR com 
o objetivo de amplificar o fragmento pri-miRNA-375. Foram utilizados primers específicos para 
a amplificação deste fragmento, que incluem nas extremidades as sequências de 
reconhecimento para as enzimas de restrição EcoRV e ScaI. Os produtos de PCR foram 
analisados através de eletroforese em gel de agarose 1% (Figura 41). 
 
Figura 41: Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR para amplificação do fragmento pri-miRNA-
375 . M – Marcador de peso molecular; (-) – Controlo negativo; A – Fragmento pri-miRNA-375 amplificado.  
 
Como representado na Figura 41, podemos observar uma única banda que corresponde ao 
tamanho correto do fragmento pri-miRNA-375, nomeadamente 627 pb. Através deste resultado 
podemos confirmar o sucesso de amplificação por PCR, sendo que posteriormente foi realizada 
a purificação deste fragmento com o kit de purificação de produtos PCR, digestão com as 
respetivas enzimas de restrição e nova purificação. 
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4.3.3. Clonagem e transformação de células E. coli competentes 
Após todas as etapas descritas anteriormente, estão reunidas as condições necessárias para 
realizar a clonagem do novo vetor multigénico, que consiste na ligação do vetor de PP-p53 
mutado (digerido e desfosforilado) e do fragmento de pri-miRNA-375 (digerido). Uma vez que 
as digestões do vetor e do fragmento foram realizadas com a utilização das mesmas enzimas 
de restrição e das mesmas condições, estes adquirem exatamente as mesmas extremidades 
cegas, tornando possível a etapa de clonagem. 
Várias condições foram testadas para a etapa de clonagem, tais como diferentes rácios 
fragmento : vetor (1:1, 1:3, 3:1, 5:1, 9:1 e 10:1), diferentes quantidades de enzima T4 DNA 
Ligase (1 µL, 2 µL e 3 µL) e diferentes temperaturas de incubação (4 ºC, 18 ºC e 20 ºC). Após 18 
horas de incubação, células competentes de E. coli TOP10 foram transformadas com as misturas 
reacionais por choque térmico.  
É importante mencionar que a transformação bacteriana é um processo no qual as bactérias 
conseguem capturar DNA exógeno. Uma vez que este fenómeno não ocorre naturalmente em 
E. coli, em primeiro lugar foi necessário tornar estas células competentes para viabilizar a 
introdução do DNA plasmídico. Neste caso em particular, foram utilizadas células E. coli TOP10, 
uma vez que esta estirpe é adequada para processos de clonagem porque apresenta uma 
elevada eficiência de transformação [92]. Após transformação, as culturas bacterianas foram 
inoculadas em placas LB-agar contendo canamicina (50 µg/mL) e incubadas a 37 ºC.  
Nas condições testadas em que cresceram colónias bacterianas isoladas, estas foram analisadas 
através de PCR para confirmar a presença do fragmento pri-miRNA-375 e a ausência do 
fragmento GFP, ou seja, para confirmar o sucesso da etapa de clonagem. Os resultados foram 
analisados através de eletroforese em gel de agarose 1% (Figura 42). 
 
Figura 42: Eletroforeses em gel de agarose dos produtos de PCR para a amplificação do gene pri-miRNA-
375 (A) e do gene GFP (B). M - Marcador de peso molecular; (-) – Controlo negativo; (+) - Controlo positivo; 
1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 – Colónias bacterianas analisadas. 
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Verifica-se que não foi possível incluir o gene pri-miRNA-375 em nenhuma das colónias 
bacterianas analisadas (A), indicando que a clonagem não foi realizada com sucesso. Por outro 
lado, verifica-se a presença do gene GFP em todas as colónias bacterianas analisadas (B). Apesar 
de uma pequena contaminação no controlo negativo, é possível verificar uma amplificação 
bastante pronunciada do gene GFP em todas as colónias. Isto indica que o problema estará nas 
digestões enzimáticas, uma vez que não foi possível remover o fragmento GFP do vetor PP-p53 
mutado.    
Apesar das várias tentativas que foram feitas, a clonagem do fragmento pri-miRNA-375 no vetor 
PP-p53 mutado não foi realizada com sucesso. Como consequência, foi requisitada a realização 
deste passo de clonagem a uma empresa (GeneCust, Luxemburgo), cujo relatório de clonagem 
se encontra no anexo IV. 
Células competentes de E. coli TOP10 e ZYCY10P3S2T foram transformadas com este vetor 
clonado, através de choque térmico. As misturas reacionais foram inoculadas em placas de LB-
agar com canacimica (50 µg/mL) e incubadas a 37ºC. Após crescimento, algumas colónias 
isoladas foram confirmadas para a presença do gene p53 e do gene pri-miRNA-375 através da 
técnica de PCR. Como controlo positivo foi utilizado o vetor clonado e os resultados foram 
analisados através de eletroforese em gel de agarose 1% (Figura 43). 
 
Figura 43: Eletroforeses em gel de agarose dos produtos de PCR a partir de colónias isoladas: amplificação 
do gene p53 (A) e amplificação do gene pri-miRNA-375 (B). M – Marcador de peso molecular; (-) Controlo 
negativo; (+) Controlo positivo; 1, 2, 3 – Colónias transformadas da estirpe E. coli TOP10; 4, 5, 6 – Colónias 
transformadas da estirpe E. coli ZYCY10P3S2T. 
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Através da Figura 43 é possível verificar que todas as colónias analisadas foram transformadas 
com sucesso, uma vez que possuem os dois genes terapêuticos de interesse. Como tal, foi 
promovido o crescimento em meio líquido (LB) de uma colónia de cada estirpe (3 e 4). Após 
incubação overnight a 37ºC, foi realizada a purificação do DNA plasmídico. 
 
4.3.4. Estudo preliminar de transfecção com o vetor de PP multigénico  
Com o objetivo de avaliar a funcionalidade do novo vetor de PP multigénico, foi realizado um 
estudo preliminar de transfecção in vitro durante 24 horas, utilizando a linha celular CaSki. 
Deste modo, foram avaliados os níveis de transcritos do gene p53 e dos oncogenes E6 e E7, em 
células não-transfectadas e células transfectadas com o PP multigénico, por RT-PCR. Os 
resultados foram analisados através de eletroforese em gel de agarose 1% (Figura 44).  
 
Figura 44: Eletroforeses em gel de agarose dos produtos de RT-PCR para a deteção de transcritos do gene 
p53 (A) e dos oncogenes E6 (B) e E7 (C). M - Marcador de peso molecular; (–) - Controlo Negativo; 1, 2 - 
Células não-transfectadas; 3, 4 – Células transfectadas com PP multigénico. 
 
Através da Figura 44 verifica-se que, após 24 horas de transfecção, existe um aumento dos 
níveis de transcritos do gene p53 (A) entre células não-transfectadas (1, 2) e células 
transfectadas com o PP multigénico (3, 4). Por outro lado, está descrito que a expressão do 
miRNA-375 vai silenciar os transcritos das oncoproteínas E6 e E7 do HPV [22]. No entanto, as 
diferenças entre os níveis de transcritos dos oncogenes E6 (B) e E7 (C) não são muito evidentes. 
Este resultado pode indicar que, após 24 horas de transfecção, o miRNA-375 ainda não provocou 
uma influência significativa sobre os transcritos dos oncogenes. Relembrando que o gene p53 e 
o gene pri-miRNA-375 estão sobre a influência de promotores diferentes, este resultado pode 
ser explicado pelo facto de o promotor EF1 não ser tão eficiente na transcrição do gene alvo 
quanto o promotor CMV7. 
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Esta suspeita já foi anteriormente levantada nos estudos de transfecção in vitro com células 
HeLa, em que se tentou avaliar a eficiência de transfecção dos vetores PP-p53 e mcDNA-p53 
através da monitorização da expressão da proteína GFP (Figura 45).  
 
Figura 45: Imagens de microscopia confocal (n = 3) de células HeLa não-transfectadas (controlo) e 
transfectadas com os vetores PP-p53 e mcDNA-p53, durante 36 horas. O núcleo das células está 
representado a azul e a expressão da proteína GFP está representada a verde.  
 
O gene GFP é frequentemente utilizado como gene repórter, sendo possível observar as células 
transfectadas com sucesso, uma vez que a proteína GFP expressa apresenta uma fluorescência 
verde quando exposta a luz UV [93, 94]. Através das imagens de microscopia confocal 
representadas na Figura 45, verifica-se que quase não existem células transfectadas, durante 
36 horas. Considerando os resultados anteriores de Western Blot, estes demonstraram uma 
elevada expressão de proteína p53 após 36 horas de transfecção, no entanto, com este mesmo 
tempo de transfecção, não se verifica uma elevada expressão de GFP. Através de resultados 
anteriores também foi demonstrado que ambos os vetores tinham a capacidade de efetuar a 
internalização celular com sucesso (live cell imaging) e estes apresentaram uma elevada 
eficiência de transfecção (end-points). Considerando estas evidências, não se coloca em causa 
que as células tenham internalizado pouca quantidade de vetor, mas sim que o vetor, após 36 
horas de transfecção, ainda não conseguiu expressar proteína GFP suficiente. Assim sendo, 
estes resultados também sugerem que o promotor EF1 (para o gene GFP) não é tão eficiente 
quanto o promotor CMVT (para o gene p53).  
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Capítulo 5 - Conclusões e Perspetivas 
Futuras 
  
Considerando a elevada prevalência de infeções por HPV e um crescente número de casos de 
cancro do colo do útero, torna-se necessário encontrar tratamentos eficazes para esta doença. 
As terapias baseadas em DNA têm sido consideradas como uma estratégia inovadora, surgindo 
o vetor de mcDNA como uma alternativa promissora relativamente ao DNA plasmídico. 
Assim, o presente trabalho teve como objetivo produzir um vetor de mcDNA que codifica para 
o gene supressor de tumor p53. De modo a ser possível aplicar este vetor em abordagens 
terapêuticas, tornou-se necessário purificar a isoforma biologicamente ativa (sc).  
Os resultados cromatográficos obtidos sugeriram que o ligando de 1-benzil-L-histidina apresenta 
pouca seletividade para isolar o mcDNA-p53. Por outro lado, através da avaliação dos tempos 
de retenção de cada biomolécula no monolito de L-histidina, nomeadamente PP-p53, mcDNA-
p53 e RNA, foi possível verificar que a utilização de um tampão a pH 5,0 permite tempos de 
retenção mais distintos das impurezas em relação ao mcDNA, favorecendo assim a seletividade 
do suporte cromatográfico, do que um tampão a pH 8,0.  
Foi também demonstrado que é promovida uma interação mais forte entre as biomoléculas e a 
coluna quando é realizada uma ligação efetiva a 100%, sendo necessárias condições mais 
drásticas para enfraquecer as interações que foram estabelecidas. Para além disto, utilizar uma 
coluna convencional onde a transferência de massa ocorre por difusão (ao contrário do monolito 
que ocorre por convenção) e com maior volume, não alterou o comportamento de separação 
entre as biomoléculas. Também foi verificado que a presença de RNA na amostra diminui a 
força de interação estabelecida entre o mcDNA-p53 e o monolito de L-histidina, sendo 
facilmente destabilizada por pequenas diminuições da força iónica. Estes resultados indicaram 
que as interações estabelecidas com a coluna são mais fracas na amostra complexa quando 
comparadas com as interações estabelecidas utilizando amostras simples. 
Concluindo, a melhor estratégia de purificação encontrada por cromatografia de afinidade foi 
utilizando o monolito modificado com L-histidina, e uma amostra complexa de lisado, 
realizando um passo de ligação de 100% de 3 M (NH4)2SO4 em 10 mM citrato-EDTA (pH 5,0), 
seguido da diminuição da força iónica para 85%, 78% e 0%, permitindo recuperar grande parte 
da isoforma sc do mcDNA-p53 no 2º pico cromatográfico. 
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Por outro lado, a estratégia cromatográfica de filtração em gel permitiu uma separação efetiva 
entre o RNA e as restantes biomoléculas, para além de promover a remoção do sal das amostras 
e obtenção de maiores quantidades de mcDNA-p53 por cada ensaio cromatográfico. Através de 
densitometria de bandas, foi demonstrado que a fração purificada através de filtração em gel 
apresentava um maior grau de pureza, pelo que estas frações foram utilizadas em todos os 
estudos de transfecção in vitro que se seguiram. 
A internalização celular dos vetores foi verificada através de live cell imaging e para comparar 
a eficiência de transfecção foram realizados estudos com diferentes end-points de transfecção. 
Foi demonstrado que ambos os vetores possuíam a capacidade de atravessar a membrana 
celular e entrar no núcleo, no entanto, o mcDNA-p53 foi o vetor que apresentou maior 
eficiência de transfecção. Através de RT-PCR, foi comprovado o sucesso da transcrição do gene 
de interesse transportado pelos vetores utilizados. Através de Western Blot, verificou-se que a 
expressão de proteína p53 era maior em células transfectadas com mcDNA-p53 quando 
comparada com células transfectadas com PP-p53. Estes resultados também foram 
comprovados pela quantificação de proteína p53 através do ensaio ELISA, concordando com o 
facto de que o vetor que permite uma maior eficiência de transfecção, também vai dar origem 
a um maior número de transcritos e da respetiva proteína alvo.  
Através da contagem do número de células viáveis ao longo do tempo, foi possível verificar que 
o mcDNA-p53 provocou maior inibição da proliferação celular que o PP-p53. A mesma tendência 
foi observada nos estudos de viabilidade de células cancerígenas com resazurina. Os resultados 
da viabilidade celular obtidos com Fibroblastos indicaram que os vetores utilizados não causam 
efeitos citotóxicos, no entanto, a diferença observada entre os dois vetores pode estar 
relacionada com o processo de purificação aplicado em cada situação, sugerindo que o vetor 
de mcDNA-p53 apresenta menor conteúdo de impurezas que se reflete numa maior viabilidade 
celular. Considerando estas evidências, futuramente poderá ser avaliado o grau de pureza do 
mcDNA-p53 obtido pela estratégia de cromatografia de filtração em gel, realizando a 
quantificação de impurezas como DNA genómico, proteínas e endotoxinas. Por último, foi 
avaliada a indução da apoptose, confirmando que os níveis aumentados de proteína p53 
avaliados anteriormente induzem a morte celular programada. Mais uma vez, o vetor de 
mcDNA-p53 apresentou resultados mais promissores em comparação com o PP-p53. 
Futuramente, também se poderá confirmar a ativação da via da apoptose mediada pela 
proteína p53, através da deteção de proteínas pró-apoptóticas como Bcl-2 e BAX. 
Deste modo, a primeira parte deste trabalho permitiu verificar que o vetor de DNA minicircular 
é mais eficiente e vantajoso do que o vetor de DNA plasmídico para futuras aplicações em 
terapia génica. A ativação da apoptose em células cancerígenas pelo mcDNA-p53 mostra a 
potencial aplicação deste vetor no tratamento do cancro do colo do útero.  
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Numa segunda vertente deste trabalho de mestrado, foi realizada a construção de um vetor de 
mcDNA multigénico, com clonagem de dois genes terapêuticos no PP, nomeadamente com o 
gene p53 e com o gene pri-miRNA-375. As células E. coli ZYCY10P3S2T foram transformadas 
com o vetor multigénico e foi confirmada a presença dos dois genes terapêuticos por PCR. Os 
resultados obtidos através do estudo preliminar de transfecção in vitro em células CaSki, 
mostraram um aumento dos níveis de transcritos de p53, proveniente da ação do promotor 
CMV7. Contudo, a alteração dos níveis de transcritos dos oncogenes E6 e E7 não foi tão notória, 
sendo importante fazer futuramente uma avaliação ao longo do tempo, de modo a comprovar 
a influência do miRNA-375 e compreender a diferença de expressão entre os promotores CMV7 
e EF1.  
Considerando o elevado potencial terapêutico deste vetor multigénico, futuramente também 
poderão ser realizados estudos comparativos com vetores de mcDNA contendo cada gene 
individual, no sentido de verificar se este vetor multigénico é mais eficaz ao induzir dois 
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